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Imobilizacija encimov v nanostrukturah integriranih v mikroreaktorje. 
 
Povzetek 
 
Mikroreaktorji, ki so po definiciji reaktorji z vsaj eno dimenzijo pod 1mm, so vedno bolj 
zanimivi industriji in vedno bolj uveljavljajo svojo pomembnost v biokatalitskih procesih. 
Njihove lastnosti, kot so dobro razmerje med površino in volumnom, lahka kontrola nad 
procesom, majhna poraba reagentov, omogočajo mikroreaktorjem učinkovite procese. Za 
dodatno povečanje razmerja med površino in volumnom v mikroreaktorjih, je v porastu 
integracija nanostruktur kot so nanovzmeti in nanotkanine, v mikroreaktorje. Omenjene 
nanostrukture so se v preteklosti izkazale kot izjemen nosilec za imobilizacijo encimov z 
označevalci. V okviru magistrskega dela sem razvila mikroreaktor v katerem sem želela 
izvajati imobilizacijo encimov in izvedbo biotransformacije. Opravila sem 
karakterizacijo nanovzmeti za določevanje hidrofobnosti. S ploščicami, ki so vsebovale 
različno gosto porazdeljene nanovzmeti, sem ugotovila, da z višjo gostoto porazdelitve 
nanovzmeti narašča tudi začetna hidrofobnost. V okviru karakterizacije sem opravila 
analizo z vrstičnim elektronskim mikroskopom (SEM). Ugotovila sem, da je površina 
nanovzmeti zgoščena in zlepljena. Predvidevam, da je to zaradi izpostavitve visoki 
temperaturi med njihovo pripravo. To je tudi lahko razlog za slabo učinkovitost 
nanovzmeti. ω-transaminazo z Zbasic2 označevalcem (N-SBM-ATA-wt) sem 
imobilizirala na silicijeve nanovzmeti preko ionskih interakcij med peptidnim 
označevalcem in nabito površino. Imobilizacija N-SBM-ATA-wt ni bila učinkovita, kar 
lahko pripišem zlepljenosti in zgoščenosti nanovzmeti in njihovi neustrezni hidrofilnosti. 
Karboksilno esterazo pridobljeno iz Archaeoglobus fulgidus (AF-Est2) s polihistidinskim 
označevalcem sem imobilizirala na nanotkanino z bakrovimi ioni na osnovi afinitetne 
imobilizacije med označevalcem in površino Ugotovila sem, da je bila imobilizacija AF-
Est2 na nanotkanine učinkovita, saj se je imobiliziralo tudi 100% encima, prav tako pa je 
bila uspešna tudi regeneracija nanotkanine z vnosom bakrovih ionov.  
 
Ključne besede: mikroreaktor, imobilizacija, nanostrukture, transaminaza, esteraza.  
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Enzyme immobilization on nanomaterials integrated in microreactors.  
 
Abstract 
 
Microreactors, which are by definition reactors with at least one dimension below 1 mm, 
are gaining more attention from industry and are more important in the field of 
biocatalysis. Their favorable characteristic, such as high surface-to-volume ration, easy 
process control, low reagent consumption, enable microreactors to perform highly 
efficient biocatalytic processes. For additional increase of surface-to-volume ratio 
nanomaterials, such as nanosprings and nanofibers, are becoming increasingly important. 
Such nanostructures are an efficient carrier for tagged enzyme immobilization. In this 
work a microreactor with immobilized enzymes for a desired biotransformation was 
developed. Characterization of nanosprings was performed. Nanosprings with different 
density were tested and it was concluded that nanosprings with higher density are more 
hydrophobic at the start. An analysis with scanning electron microscope (SEM) was 
performed as well. Study showed that the surface of nanosprings was melted and 
concentrated. It is presumed this is the consequence of the exposure to higher 
temperatures in the preparation of nanosprings. ω-transaminase with Zbasic2 (N-SBM-
ATA-wt) tag was immobilized on silicon nanosprings via ionic interaction between 
Zbasic2 tag and surface. Immobilization yield was below expectation, which could be 
caused by melted nanosprings and consequently their unsuitable hydrophilic 
characteristic. Carboxyl esterase from Archaeoglobus fulgidus (AF-Est2) with 
polyhistidine tag was immobilized on nanofiber with functionalized Cu2+ via ionic 
interactions. Immobilization yield in this experiment even reached 100%. Regeneration 
of nanofibers was performed with attachment of Cu2+ particles on nanofibers and it was 
successful, because further immobilizations yields were high.  
 
 
Keywords: microreactor, immobilization, nanostructures, transaminase, esterase. 
  
  
VI 
 
Kazalo 
Kazalo ............................................................................................................................. VI 
Kazalo slik ..................................................................................................................... VII 
Kazalo tabel .................................................................................................................... IX 
Kazalo grafov ................................................................................................................. IX 
1 Pregled del ................................................................................................................. 1 
1.1 Encimi ................................................................................................................ 1 
1.1.1 Transaminaze ............................................................................................... 3 
1.1.2 Esteraze ........................................................................................................ 5 
1.1.3 Določevanje encimske aktivnosti in specifične encimske aktivnosti .......... 7 
1.2 Imobilizacija encimov ........................................................................................ 8 
1.2.1 Imobilizacija encimov z označevalci ........................................................... 9 
1.2.2 Učinkovitost imobilizacije ......................................................................... 12 
1.3 Mikroreaktorji .................................................................................................. 13 
1.3.1 Povečevanje notranje površine mikroreaktorjev z nanostrukturami ......... 15 
1.3.2 Karakterizacija nanostruktur...................................................................... 17 
2 Namen dela .............................................................................................................. 20 
3 Eksperimentalno delo .............................................................................................. 21 
3.1 Material ............................................................................................................ 21 
3.2 Laboratorijske aparature .................................................................................. 21 
3.3 Karakterizacija hidrofobnosti........................................................................... 22 
3.4 Določevanje encimske aktivnosti .................................................................... 23 
3.4.1 Transaminaza ............................................................................................. 23 
3.4.2 Esteraza ...................................................................................................... 24 
3.5 Imobilizacija encimov ...................................................................................... 25 
3.5.1 Transaminaza ............................................................................................. 25 
3.5.2 Esteraza ...................................................................................................... 26 
3.6 Biotransformacije v mikroreaktorju z imobiliziranimi encimi ........................ 28 
3.6.1 Transaminaza ............................................................................................. 28 
3.6.2 Esteraza ...................................................................................................... 28 
3.7 Izračuni ............................................................................................................ 29 
4 Rezultati in diskusija ................................................................................................ 31 
  
VII 
 
4.1 Karakterizacija nanovzmeti ............................................................................. 31 
4.2 Določanje encimske aktivnosti prostega encima ............................................. 42 
4.2.1 Transaminaza ............................................................................................. 42 
4.2.2 Esteraza ...................................................................................................... 43 
4.3 Imobilizacija encimov v mikroreaktorje .......................................................... 44 
4.3.1 Transaminaza ............................................................................................. 44 
4.3.2 Esteraza ...................................................................................................... 45 
4.4 Biotransformacije v mikroreaktorjih ............................................................... 49 
4.4.1 Transaminaza ............................................................................................. 49 
4.4.2 Esteraza ...................................................................................................... 50 
5 Zaključki .................................................................................................................. 55 
6 Viri ........................................................................................................................... 57 
 
 
Kazalo slik 
Slika 1: Prikaz zmanjševanja aktivacijske energije v prisotnosti encimskega 
katalizatorja, kjer krivulja a prikazuje reakcijo brez katalizatorja, b) prikazuje 
aktivacijsko energijo za razgradnjo H2O2 v prisotnosti Fe
2+ katalizatorja, c) predstavlja 
krivuljo v prisotnosti katalaze, d) pa prikazuje energijski diagram brez katalizatorja pri 
povišani temperaturi [4].................................................................................................... 2 
Slika 2: Prikaz mehanizmov, ki jim sledijo dvosubstratne encimske reakcije, kjer E 
predstavlja encim, ki nastopa pri kataliziranju reakcije, S1 in S2 predstavljata substrata, 
ki se spreminjata, P1 in P2 pa sta nastajajoča produkta [5]. .............................................. 3 
Slika 3: Osnovna reakcija transaminaze, kjer so a – amino donor, b – produkt amino 
donorja, c – amino akceptor, d – amino akceptor produkt, E-PLP – encim s kovalentno 
vezanim piridoksal 5’-fosfatom (angl. pyridoxal 5’-phosphate) in E-PMP – encim z 
nekovalentno vezanim piridoksamin 5’-fosfatom (angl. pyridoxamine 5’-phosphate) [8].
 .......................................................................................................................................... 4 
Slika 4: Prikaz kristalne struktura transaminaze ATA-wt [15] ........................................ 5 
Slika 5: Prikaz AF-Est2 strukture, ki prikazuje jedro (temno zeleno) in pokrov 
svetlozeleno) in z vezanim koencimom A, ki ga ponazarjajo palčke. Aktivno mesto je 
označeno z rumeno elipso [18]. ........................................................................................ 6 
  
VIII 
 
Slika 6: Slika prikazuje zmes z veliko proteini, vendar je v njej le malo določenega 
encima (A), in čistejšo zmes, kjer kot protein nastopa večinoma želeni encim (B) ......... 7 
Slika 7: Prikaz vezave encima, označenega z Zbasic2 na silicijev material[31]. .............. 10 
Slika 8: Način vezave encima, označenega s polihistidinom ......................................... 11 
Slika 9: Prikaz laminarnega toka (Vir: 
https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/5/59/Laminar_flow_profile.gif 
(dostopano 13. 4. 2019)) ................................................................................................. 14 
Slika 10: Primer povečanja kapacitete na osnovi uporabe večjega števila 
mikroreaktorjev v sistemu[40] ....................................................................................... 15 
Slika 11: a) Prikaz funkcionalizacije SiO2 vzmeti s tiol skupino za encimsko 
imobilizacijo b) Imobilizacija modificiranega encima s kovalentno disulfidno vezjo 
[43]. ................................................................................................................................ 16 
Slika 12: Ilustracija kontaktnega kota na trdni homogeni površini [47]. ....................... 18 
Sika 13: Prikazana površinska napetost zaradi neenakomernih sil molekul v tekočini na 
površino [47]. ................................................................................................................. 18 
Slika 14: Slika prikazuje način merjenja karakteristik kapljice [47]. ............................. 19 
Slika 15: Prikaz različnih rezultatov kapljične analize. Rezultati so povzeti po literaturi 
[50]. ................................................................................................................................ 19 
Slika 16: Slika prikazuje delovno okolje in nastavitve umetne luči ''Lupoled 1120 DMX 
Dual-Color'' .................................................................................................................... 22 
Slika 17: Reakcija za določevanje aktivnosti ω-transaminaze [13] ............................... 23 
Slika 18: Predstavljena reakcija biotransformacije v prisotnosti esteraze ...................... 24 
Slika 19: Slika sestavnih delov mikroreaktorja [51]. ..................................................... 26 
Slika 20: Slika mikroreaktorja pred (levo) in po (desno) odstranitvi nanotkanine ........ 27 
Slika 21: Predstavljeno delovno okolje pri povišani temperaturi v vodni kopeli ........... 29 
Slika 22: Primer ploščice nanovzmeti. ........................................................................... 31 
Slika 23:Prikazuje hidrofobnost (a) pri deležu EtOH v vodi 9,64% (v/v) in omakanje (b) 
pri deležu EtOH v vodi 29,43% (v/v) za vzorec »test 131« ........................................... 32 
Slika 24: Prikazuje hidrofobnost (a) pri deležu EtOH v vodi 0% (v/v) raztopini in 
omakanje (b) pri deležu EtOH v vodi 29,43% (v/v) za vzorec »test 124« ..................... 34 
Slika 25: Prikazuje hidrofobnost (a) pri deležu EtOH v vodi 0% (v/v) in omakanje (b) 
pri deležu EtOH v vodi 21,47% (v/v) za vzorec »test 137« ........................................... 36 
  
IX 
 
Slika 26:Prikazuje hidrofobnost (a) pri deležu EtOH v vodi 0 % (v/v) in omakanje (b) 
pri deležu EtOH v vodi 39,55 % (v/v) za vzorec »test 138« .......................................... 38 
Slika 27: Slika SEM-roba vzorca »test 142« posneta pri 10.000-kratni povečavi [51]. 41 
Slika 28: Slika SEM-roba vzorca »test 142« posneta pri 5.000-kratni povečavi [51]. .. 41 
Slika 29: Slika prikazuje tloris mikroreaktorja. Obarvan del predstavlja nanovzmeti 
[51]. ................................................................................................................................ 44 
 
 
Kazalo tabel 
 
Tabela 1: Prednosti in slabosti imobilizacije encimov[26] .............................................. 9 
Tabela 2: Primerjava različnih načinov imobilizacija po karakteristikah [28] ............... 12 
Tabela 3: Tabela prikazuje vzorce in pripadajočo gostotno porazdelitev nanovzmeti... 22 
Tabela 4: Tabela meritev in ocena omakanja za vzorec »test 131«. .............................. 32 
Tabela 5: Tabela meritev in ocena omakanja za vzorec »test 124«. .............................. 34 
Tabela 6: Tabela meritev in ocena omakanja za vzorec »test 137« ............................... 36 
Tabela 7: Tabela meritev in ocena omakanja za vzorec »test 138«. .............................. 38 
Tabela 8: Rezultati, pridobljeni za ovrednotenje uspešnosti imobilizacije .................... 45 
Tabela 9: Prikaz različnih vstopnih koncentracij AF-Est2 encima v mikroreaktor z 
integriranimi nanotkaninami različnih površin različnih površin................................... 46 
 
Kazalo grafov 
Graf 1: Umeritvena krivulja za spektrofotometrično določevanje koncentracije encimov 
pri 280 nm ....................................................................................................................... 25 
Graf 2: Grafični prikaz vpliva deleža vode v kapljici na izračunan in odčitan omakalni 
kot za vzorec »test 131« ................................................................................................. 33 
Graf 3: Grafični prikaz vpliva deleža vode v kapljici na izračunan in odčitan omakalni 
kot za vzorec » test 124« ................................................................................................ 35 
Graf 4: Grafični prikaz vpliva deleža vode v kapljici na izračunan in odčitan omakalni 
kot za vzorec »test 137« ................................................................................................. 37 
Graf 5: Grafični prikaz vpliva deleža vode v kapljici na izračunan in odčitan omakalni 
kot za vzorec »test 138« ................................................................................................. 39 
  
X 
 
Graf 6: Grafični prikaz omakalnih kotov za različne gostote porazdelitve .................... 40 
Graf 7: Prikaz določanja specifične aktivnosti N-SBM-ATA-wt z 0,16 mg mL-1 
pripravka ......................................................................................................................... 42 
Graf 8: Primer šaržnega testiranja encimske aktivnosti za AF-Est2 pri koncentraciji 
0,194 mg mL-1 pripravka ................................................................................................ 43 
Graf 9: Prikaz količine prostega encima v reaktorju v odvisnosti izpranega volumna .. 46 
Graf 10: Prikaz količine imobiliziranega encima v odvisnosti površine nanotkanine ... 47 
Graf 11: Prikaz odstranjenega encima v odvisnosti od izpranega volumna ................... 48 
Graf 12: Naraščanje koncentracije ACP in padanje koncentracije MBA v odvisnosti od 
zadrževalnega časa pri eksperimentu 132 z nanovzmetmi in N-SBM-ATA-wt po 2 
dnevih od imobilizacije .................................................................................................. 49 
Graf 13: Prikaz višanja koncentracije produkta na izstopu iz mikrokanala v odvisnosti 
od zadrževalnega časa pri površini 8,25 cm2 nanotkanine. Ci= 8 mM ........................... 50 
Graf 14: Prikaz višanja koncentracije produkta na izstopu iz mikrokanala v odvisnosti 
od zadrževalnega časa pri površini 9,6 cm2  nanotkanine. Ci = 5mM ............................ 51 
Graf 15: Prikaz višanja koncentracije produkta na izstopu iz mikrokanala v odvisnosti 
od zadrževalnega časa pri površini 6,3 cm2. Ci = 5 mM ................................................ 52 
Graf 16: Prikaz vpliva višanja temperature na koncentracijo produkta na izstopu iz 
mikrokanala pri zadrževalnem času 5 min. Ci = 1 mM .................................................. 53 
Graf 17: Prikaz višanja koncentracije produkta na izstopu iz mikrokanala v odvisnosti 
od zadrževalnega časa pri 70 ºC. Ci = 1 mM .................................................................. 54 
  
  
XI 
 
Seznam uporabljenih kratic in simbolov 
 
ABS absorbanca 
ACP acetofenon (angl. acetophenone) 
AF-Est2 karboksilna esteraza pridobljena iz Archaeoglobus 
fulgidus    (angl. carboxyl esterase from Archaeoglobus 
fulgidus– AF-Est2) 
ALA L-alanin (angl. L-alanine) 
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CoA koencim A (angl. Coenzyme A) 
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SEM vrstični elektronski mikroskop (angl. scanning electron 
 microscope) 
TA transaminaza (angl. transaminase) 
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1 Pregled del  
Že nekaj časa se svet zaveda pomena trajnostnega razvoja. O proizvodnji, ki je ljudem 
in planetu varna, slišimo pogosto. Industrija teži k hitri proizvodnji in visokim 
izkoristkom in se zateka h katalizi kemijskih procesov. Kataliza je proces, kjer pospešimo 
hitrost kemijske reakcije z dodatkom snovi, ki jo imenujemo katalizator. Katalizator si 
velikokrat predstavljamo kot okolju neprijazno, nevarno snov, vendar ni vedno tako. 
Okolju prijazni katalizatorji, kot so izolirani encimi in celice, so vedno pogosteje 
uporabljeni v industriji zaradi njihove obnovljivosti in zmernih obratovalnih pogojev. 
Biotransformacije imajo največjo vlogo pri izrabi naravnih virov ter njihovi pretvorbi v 
produkte z dodano vrednostjo, kar naj bi zmanjšalo porabo fosilnih virov in vodilo v 
trajnostno proizvodnjo snovi [1]. 
 
Encimi so industriji zanimivi zaradi njihovih številnih prednosti. Razlog za njihovo 
uporabo vidimo v boljši kakovosti produkta, v zmanjšanju stroškov energije in visoki 
selektivnosti za substrate. Slabe strani encimov glede njihove industrijske rabe so slaba 
stabilnost katalizatorja pri pogojih, pa tudi pogosta inhibicija s substrati/produkti reakcij. 
Biokatalitski procesi v industriji zahtevajo tudi razpoložljivost in dostopnost cenovno 
ugodnih biokatalizatorjev. Biokatalizatorji morajo dosegati visoke produktivnosti tudi pri 
visokih koncentracijah substrata, pri nevodnih topilih in visokih temperaturah. ⁠⁠⁠⁠⁠⁠⁠ Omenjene 
omejitve je mogoče rešiti z imobilizacijo encimov, ki ne omogoča samo večje stabilnosti, 
ampak tudi daljše izkoriščanje biokatalizatorja v kontinuirano delujočem procesu [2]. Za 
razvoj čim učinkovitejše imobilizacije znanstveniki raziskujejo različne materiale, ki 
podpirajo nove pristope k imobilizaciji ter omogočajo čim boljšo izrabo encimov v 
farmacevtski industriji in proizvodnji finih kemikalij. Med sodobnimi materiali za 
imobilizacijo izstopajo nanomateriali različnih sestav in oblik, kamor sodijo tudi 
polimerne nanotkanine in silicijeve nanovzmeti. Imobilizacija na omenjene strukture 
bistveno izboljša stabilnost katalizatorja [2]⁠. Nanostrukture lahko preprosto integriramo 
v mikroreaktorje. Mikroreaktorji postajajo industriji vedno bolj zanimivi zaradi lažjega 
kontroliranja procesnih parametrov, laminarnega toka in učinkovitejšega prenosa snovi 
in toplote. Omogočajo bistveno večje zmogljivosti od konvencionalnih naprav in visoke 
konverzije [2]. Uporabni so tudi pri akademskih študijah, pri katerih karakterizirajo 
biokatalitsko aktivnost encima. Poznavanje biokatalitske aktivnosti in stabilnosti je 
ključnega pomena za prenos sistema na proizvodno raven [1]. 
1.1 Encimi 
Encimi so makromolekule, ki jih sestavljajo verige aminokislinskih ostankov. So 
katalizatorji biokemijskih reakcij. Encimi kot katalizatorji samo pospešujejo kemijsko 
reakcijo, ne da bi se sami kemijsko spremenili. Ne porabljajo se v reakcijah in ne pojavijo 
se kot reakcijski produkti [3]. Prikaz učinka uporabe encima na hitrost za reakcijo 
razgradnje H2O2 v H2O in O2 reakcije je prikazan na sliki 1.   
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Slika 1: Prikaz zmanjševanja aktivacijske energije v prisotnosti encimskega katalizatorja, 
kjer krivulja a prikazuje reakcijo brez katalizatorja, b) prikazuje aktivacijsko energijo za 
razgradnjo H2O2 v prisotnosti Fe
2+ katalizatorja, c) predstavlja krivuljo v prisotnosti 
katalaze, d) pa prikazuje energijski diagram brez katalizatorja pri povišani temperaturi 
[4].  
                                    
Encimi so tudi zelo specifični. Zelo malo jih je absolutno specifičnih, kar pomeni, da 
katalizirajo le določeno reakcijo. Večinoma so encimi specifični le za določeno vrsto 
kemijske vezi ali za določeno funkcionalno skupino. V splošnem jih delimo na 4 skupine 
specifičnosti:  
1 Absolutna specifičnost: encim katalizira le določeno reakcijo. 
2 Funkcionalna specifičnost: encim vpliva na molekule, ki imajo samo določeno 
funkcionalno skupino, kot so amino, fosfatna ali metilna skupina.  
3 Specifičnost na vrsto vezi: encim, ki bo deloval pri določeni kemijski vezi, ne glede 
na ostalo strukturo molekule. 
4 Stereokemijska specifičnost: encim, ki bo deloval samo do določenega steričnega ali 
optičnega izomera [3]. 
 
Encimi so torej katalizatorji, ki pospešujejo hitrost kemijske reakcije brez lastne kemijske 
spremembe in tudi ne nastopajo kot del produkta. Dvosubstratne encimske reakcije 
običajno vključujejo prenos atoma ali funkcionalne skupine z enega substrata na drugega. 
Take reakcije lahko sledijo različnim mehanizmom, ki so predstavljeni na sliki 2 [5].  
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Slika 2: Prikaz mehanizmov, ki jim sledijo dvosubstratne encimske reakcije, kjer E 
predstavlja encim, ki nastopa pri kataliziranju reakcije, S1 in S2 predstavljata substrata, 
ki se spreminjata, P1 in P2 pa sta nastajajoča produkta [5].  
 
Lipaze sledijo mehanizmu ping-pong bi-bi mehanizmu [6]⁠. Encim preskakuje iz 
intermediata nazaj v prvotno stanje. Lastnost ping-pong bi-bi mehanizma je, da se encim 
spremeni v intermediat, ki reagira z drugim substratom, in se potem spremeni nazaj v 
prvotno stanje. Druga značilnost je, da se najprej odstrani prvi produkt, preden se na 
encim veže drugi substrat.  
 
Do inhibicije encima lahko pride zaradi različnih možnih razlogov. Najbolj pogosti so: 
prisotnost določenih inhibitorjev, visoke koncentracije substrata ali visoke koncentracije 
produkta. Mesto v encimu, kjer pride do vezave, se imenuje aktivno mesto. Velikokrat 
encimske reakcije zahtevajo nebeljakovinski del, ki se imenuje koencim, medtem ko se 
proteinski del encima imenuje apoencim [7].  
1.1.1 Transaminaze 
Transaminaze (TA) so ene najbolj obetavnih biokatalizatorjev v organski kemiji za 
pripravo kiralnih amino produktov [8]. 
Transaminaze so v grobem razdeljene na ω-transaminaze in α-transaminaze. Podrobneje 
so transaminaze razdelili v 6 podskupin. Podskupine so izbirali glede na njihovo 
strukturno podobnost. V I in II skupino sodita L-alanin transaminaza in L-aspartat 
transaminaza, skupina III vsebuje ω-transaminaze ter D-transaminaze. Razvejane 
transaminaze imajo svojo skupino IV, L-serin in pa transaminaze s sladkorji pa zavzemajo 
skupini V in VI [9]. 
 
Reakcije s transaminazami predstavljajo odlično enantioselektivnost, so okolju prijazne 
in kompatibilne z ostalimi encimski ali kemijskimi sistemi. Negativna stran je, da če bi 
hoteli ustvariti bolj ekonomsko dostopne transaminaze, moramo optimizirati njihovo 
delovanje. Transaminaze so encimi, ki delujejo na prenosu amino skupine od amino 
kompleks 
Ping-pong bi-bi mehanizem 
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donorja na amino akceptor za pridobitev kiralne amino kisline ali amina. Reakcija poteka 
preko dveh korakov, ki sta teoretično prikazana na sliki 3.  
 
 
Slika 3: Osnovna reakcija transaminaze, kjer so a – amino donor, b – produkt amino 
donorja, c – amino akceptor, d – amino akceptor produkt, E-PLP – encim s kovalentno 
vezanim piridoksal 5’-fosfatom (angl. pyridoxal 5’-phosphate) in E-PMP – encim z 
nekovalentno vezanim piridoksamin 5’-fosfatom (angl. pyridoxamine 5’-phosphate) [8].  
 
Za reakcijo transaminaze je nujno, da je prisoten kofaktor PLP, ki se veže na katalitski 
lizin encima z iminsko vezjo in pomaga reakciji tako, da se obnaša kot »varuh« amino 
skupine. Po transaminaciji kofaktor odda amino skupino in se povrne v prvotno stanje. 
Samodejna povrnitev kofaktorja v prvotno stanje je zelo obetavna za encimsko sintezo 
zaradi tega, ker ne potrebujemo dodatnega kofaktorja za regeneracijo, kot je nujno pri 
mnogih encimih. Dodatna prednost transaminaz je stereoselektivnost. Zaradi skoraj 
edinstvenega vezanja substrata glede na prisotnost PLP in dve mesti različnih velikosti za 
vezavo substrata je možnost nastanka kiralnih produktov izjemno visoka [8].  
 
Primarna želja je bila, da bi transaminaza sprejemala več substratov, in ne le α-
aminokisline. Največ zanimanja se je pokazalo za transaminaze, ki sprejemajo substrate, 
ki imajo amino skupino oddaljene od karboksilne skupine (β – ali druge aminokisline), 
ali take, ki karboksilne skupine sploh nima, kar so amini. Transaminaze običajno ne 
delujejo daljše časovno obdobje, kot je to značilno za veliko biokatalizatorjev. Obstajajo 
tudi izjeme. Bajić in sod. so imobilizirali ω-transaminase v LentiKats® in opazili 80% 
učinkovitost encima tudi po 21ih dneh [10]. Savile in sod. raziskujejo uporabnost 
transaminaze za sintezo sitagliptina, ki je zdravilo za diabetes tipa 2. Nativen encim je 
skoraj neaktiven za prositagliptin keton. Vendar z 27 mutacijami dosežejo 92% izkoristek 
[11]. Veliko proteinskega inženiringa, formulacije biokatalizatorjev in spreminjanje 
reakcijskega medija je bilo raziskanega, da bi razrešili vprašanje stabilnosti [8,12].  
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Uporabljena amin transaminaza 
Pri študiji sem uporabljala ω-transaminazo nemškega podjetja c-LEcta. Podjetje je najprej 
z različnimi optimizacijami, kot sta rekombinantno izražanje in selektivna rast na gojišču 
z omejenim virom dušika, pridobili več ω-transaminaz iz metagenomske knjižice. Nato 
so po nadaljnji študiji odkrili nove vrste ω-transaminaz, ki so imele značilne aktivnosti 
kot sta enantioselektivnost in stabilnost. Celice so ustrezno obdelali in centrifugirali z 
namenom, da se znebijo celičnih ostankov. Za pridobitev ATA–wt so liofilizirali bister 
supernatant [13]. Uporabljena transaminaza je tetramer, večina drugih pogosto 
uporabljenih transaminaz je dimerov [14]. Na sliki 4 je prikazana kristalna struktura 
omenjenega encima ATA-wt.. Pomembni elementi za delovanje in povezovanje s 
kofaktorjem so prikazani v obliki kroglic. Pod sliko je še bolj podrobna terciarna struktura 
ATA-wt. 
 
 
Slika 4: Prikaz kristalne struktura transaminaze ATA-wt [15]  
1.1.2 Esteraze 
 
Esteraze (EC 3.1.1.X) sestavljajo raznoliko skupino hidrolaz, ki katalizirajo cepitev in 
nastajanje esterskih vezi. Najdemo jih v živalih, rastlinah in mikroorganizmih. Poznamo 
dve veliki skupini hidrolaz, esteraze in lipaze. Lipaze so večinoma učinkovite pri 
substratih, ki niso topni v vodi in so sestavljeni iz dolgih verig maščobnih kislin. Veliko 
esteraz ima aktivno mesto skrito pod sekundarnimi strukturnimi elementi, ki se morajo 
preurediti zato, da substrat doseže aktivno mesto. Aktivnost esteraz lahko testiramo na 
različne načine. Dve najbolj omenjeni testiranji sta z olivnim oljem in s p-
nitrofenilbutiratom (pNB). Esteraze so vse bolj pomembne v biotehnoloških aplikacijah,  
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še posebej za sintezo optično čistih snovi v hrani in farmacevtski industriji. Esteraze 
sledijo klasični kinetiki Michaelisa in Mentenove [16,17].  
 
Uporabljena esteraza 
 
Imobilizirala sem karboksilno esterazo iz hipertermofilne arheje Archaeoglobus fulgidus 
z oznako AF-Est2. AF-Est2 ima polihistidinski označevalec in je prekomerno izražena v 
bakteriji Escherichia coli, na osnovi katere so jo tudi izolirali ter biokemijsko in 
strukturno karakterizirali. Archaeoglobus fulgidus je anaerobna heterotrofna arheja, ki 
živi v temperaturnem okolju med 60 in 95 °C z optimalno rastjo pri 83 °C. Encimi iz 
termofilnih mikroorganizmov imajo visok potencial pri novih industrijskih 
biokatalizatorjih zaradi njihove visoke stabilnosti za organska topila in temperaturo. 
Encim ima visoko aktivnost za kratke do srednje dolge verige p-nitrofenil karboksilne 
estra. AF-Est2 ima dobro topnost in pH-stabilnost in je zelo termostabilna, kar pomeni, 
da ne pokaže nobene izgube aktivnosti po 30-minutni inkubaciji na 80 °C. Slika AF-Est2 
je prikazana na sliki 5 [18]. 
 
Slika 5: Prikaz AF-Est2 strukture, ki prikazuje jedro (temno zeleno) in pokrov 
svetlozeleno) in z vezanim koencimom A, ki ga ponazarjajo palčke. Aktivno mesto je 
označeno z rumeno elipso [18]. 
 
Pri karakterizaciji so odkrili tudi prisotnost vezanega koencima A (angl. Coenzyme A). 
Pantetonska skupina v koencimu A delno ovira aktivno mesto alkoholnega žepka, kar 
namiguje na to, da ima ta ligand vlogo pri reguliranju encimske aktivnosti [16,18,19].  
 
Uporabljena reakcija za karakterizacijo aktivnosti izbrane esteraze AF-Est2 je bila 
pretvorba p-nitrofenil valerat (angl. p-nitrophenly valerate, pNV) v p-nitrofenol in 
valerat. pNV je brezbarvna tekočina, ki se po reakciji spremeni v rumeno tekočino. 
Težava se pojavi, ker pNV samodejno razpada v p-nitrofenol. Omenjena reakcija je 
predstavljena v nadaljevanju.  
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1.1.3 Določevanje encimske aktivnosti in specifične encimske aktivnosti 
Informacije o encimski aktivnosti so pomembne za načrtovanje procesa. Encimsko 
aktivnost lahko določamo na dva načina: (i) s porabo substrata ali (ii) z nastajanjem 
produkta. Encimska aktivnost je podana v enotah, ki povedo hitrost reakcije, katalizirane 
s pomočjo tega encima. Enota encimske aktivnosti je U, ki se nanaša na količino 
pretvorjenega substrata ali nastalega produkta v časovni enoti (običajno je 1 U = 1 µmol 
/min). Hitrost biokemijske reakcije pri dani temperaturi in pH je odvisna od koncentracije 
encima in koncentracije substrata. Če predpostavljamo, da je koncentracija substrata v 
presežku, je potem začetna hitrost direktno proporcionalna s koncentracijo encima. 
Koncentracijo proteina lahko določimo z metodo po Bradfordu ali ostalimi analitičnimi 
metodami (elektroforezo) [20]. Encimsko koncentracijo lahko merimo tudi direktno 
spektrofotometrično. Večina proteinov ima prisotne aromatske aminokisline, ki imajo 
absorpcijski maksimum pri valovni dolžini 280 nm [21]. Pomerjeno absorbanco na osnovi 
pripadajočega ekstinkcijskega koeficienta preračunamo v koncentracijo spojine [22]. 
 
Specifična encimska aktivnost je ena izmed pogostih enot, ki jo zasledimo pri encimski 
terminologiji. Pove nam količino encimske aktivnosti na miligram proteina. Specifična 
aktivnost se velikokrat uporablja kot ocena za čistost encima, saj je pri neobdelanih 
mešanicah izolata le malo proteinov encimov. V tem primeru bo visoko število enot 
aktivnosti, veliko pa bo tudi proteina, ki ni encim. S čiščenjem pripravka se znebimo 
odvečnih proteinov in specifična aktivnost bo narastla, kot je prikazano na sliki 6 [3].  
 
Slika 6: Slika prikazuje zmes z veliko proteini, vendar je v njej le malo določenega 
encima (A), in čistejšo zmes, kjer kot protein nastopa večinoma želeni encim (B)  
- tarčni protein (A) 
(B) 
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1.2 Imobilizacija encimov  
 
Imobilizacija encimov na nanostrukture lahko poteka po različnih poteh. Seveda je 
najbolj pomembno, da dosežemo uspešno imobilizacijo. Delimo jo na obnovljivo ali 
neobnovljivo Glavna razlika v omenjenih načinih je obnova encima in podloge, torej pri 
ireverzibilnem procesu z uničenjem vezi spremenimo tudi nosilec ali vplivamo na 
aktivnost encima  
Vezava proteinov na trdne podlage je ključnega pomena pri razvijanju proteinskih 
mikromrež, biosenzorjev in bioelektrod. Take tehnike so pomembne zaradi orientacije 
imobiliziranega proteina, in sicer zaradi tega, da ne izgubimo funkcionalnosti proteina 
[23]. 
 
 
Najbolj uporabljena je vezava s kovalentno vezjo, kjer gre za kemijsko vez med nosilcem 
in funkcionalnimi skupinami. Funkcionalna skupina, ki je prisotna pri encimu, ne sme 
imeti vloge pri encimski aktivnosti, ki po navadi vključuje vezavo s stranskimi verigami 
lizina, cisteina, asparginsko kislino  ali karboksilne skupine. Vezava encima na trdno 
podlago se največkrat zgodi v dveh stopnjah: (1) aktivacija površine z določenimi 
povezovalnimi molekulami in (2) encimska kovalentna vezava na aktiviran nosilec. Te 
povezovalne molekule so multifunkcionalni reagenti, ki služijo kot most med podlago in 
encimom. Različne povezovalne molekule se uporabljajo za različne podlage in za 
različne metode. Prednost te tehnike je močna vezava, ki onemogoča sproščanje encima 
v raztopino. Omogoča tudi dobro kontroliranje količine imobiliziranega encima. Slabost 
je, da pri kovalentni vezavi lahko hitro pride do denaturacije encima, saj pride do 
kemijske modifikacije le-tega. Druga slabost je, da metoda zahteva velike količine 
bioreagenta, ampak samo malo encima se bo imobiliziralo (~0,02 g (encima)/g 
(matrike)). Takšen način torej zelo poviša stabilnost encima in zmanjša njegovo 
aktivnost. V primerjavi z adsorpcijo, ki je razložena v nadaljevanju, kovalentna vezava 
potrebuje daljši inkubacijski čas, tudi po več ur [24]. 
 
Tehnika z ujetjem (angl. entrapment) sloni na ujemanju encima znotraj polimerne mreže. 
Ta je prepustna za substrate in produkte, zadržuje se pa le encim. Ujetje poteka po dveh 
korakih: (1) z umešanjem encima v monomerno raztopino, ki ji sledi (2) polimerizacija 
monomerne raztopine s kemijsko reakcijo ali spremembi eksperimentalnih pogojev. Ker 
je encim fizično ujet v polimerno mrežo, encim kemijsko ne sodeluje z ujetim polimerom.  
 
Tehnika zamreženja (angl. cross-linked enzyme aggregate – CLEA) je način, kjer se 
encimi med sabo premrežijo z intramolekularnimi kovalentnimi vezmi. Ta proces se 
izvede s pomočjo več funkcionalnih reagentov, ki služijo kot vezave, ki povežejo encime 
v tridimenzionalne zamrežene agregate. Imobiliziran encim je prisoten v reakcijski 
mešanici in ni vezan na podlago.  
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Lastnosti nosilca veliko vplivajo na lastnost imobiliziranih encimov. Kakovost 
imobilizacije je močno odvisna od števila povezav med encimom in nosilcem. Poznamo 
več načinov, kako izboljšati lastnosti encimov z imobilizacijskimi tehnikami: 
− zmanjšamo inhibicijo encima, 
− mogoča je kemijska modifikacija imobiliziranih encimov, 
− stabilizacija multi-mernih encimov, 
− stabilizacija, ki vključuje naključno imobilizacijo [25]. 
Imobilizacija encimov predstavlja prednosti kot tudi slabosti. Primerjava je predstavljena 
v tabeli 1 [26]. 
 
Tabela 1: Prednosti in slabosti imobilizacije encimov [26] 
 
Prednosti Slabosti 
Ponovna uporaba Poslabšanje aktivnosti encima 
Boljša stabilnost encima Omejevanje difuzije in prenosa 
Lažja separacija produkta Dodatni stroški 
 Problemi s kofaktorji 
 
 
1.2.1 Imobilizacija encimov z označevalci 
Rekombinantne proteine uporabljamo za zdravljenje mnogih bolezni, kot so anemija, rak, 
diabetes itd. V letu 2010 je letna prodaja rekombinantnih proteinov dosegla vrednost 50 
milijard dolarjev, od tega približno 16 milijard za inzulin. Pri velikem povpraševanju po 
rekombinantnih proteinih pridejo v poštev nove tehnike čiščenja proteinov in optimizacija 
čiščenja [27]. 
 
Afinitetna imobilizacija omogoča imobilizacijo encimov na nosilec preko določenih 
ligandov, kot je His-označevalec ali modul za vezavo na kremen (angl. silica binding 
module -  SBM). Omogoča nanos velike količine encima in izboljša njegovo stabilnost. 
Velikokrat je uporabljena več kot ena metoda afinitetne imobilizacije z namenom boljše 
učinkovitosti imobilizacije in večje količine nanesenega encima. Pri afinitetni 
imobilizaciji orientacijo encimov kontroliramo. Za učinkovito afinitetno imobilizacijo je 
potrebno gensko ali kemijsko označevanje encimov. Velikokrat je ta metoda 
neponovljiva na neenotnih adsorpcijskih mestih in pri izpiranju kovinskih ionov. 
Problemu neponovljivosti se lahko ognemo, če združimo afinitetno imobilizacijo z 
kovalentno imobilizacijo ali zamreženjem [28].  
Prvi uporabljeni označevalci so bili ogromni proteini, ki so bili uporabljeni samo za 
proteinsko izražanje in čiščenje v E. coli. Največkrat uporabljen označevalec, 
staphylococcal protein A, ki ga sestavlja 280 aminokislin, lahko poviša topnost in 
izražanje heterolognih proteinov. Ravno velikost označevalca lahko privede do 
denaturacije proteina ali zmanjšanja njegove aktivnosti.  
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Stroka konstantno uporablja raziskave novih materialov in novih označevalcev, ki bi 
omogočali primernejšo vezavo [29]. 
 
Modul za vezavo na kremen  
 
Kremen je pogosto uporabljen material v mikrofluidiki. Pri izdelavi materialov iz 
kremena lahko uporabljamo različne tehnike, torej se dejanska sestava materiala 
spreminja z različnimi pripravami. Vendar imajo vsi materiali iz kremena dve skupni 
lastnosti: (a) so rahlo kisli (Si-OH) in (b) nosilci iz kremena so rahlo hidrofobni, ker v 
strukturi vsebujejo siloksane. Omenjeni lastnosti nista primerni za popolnoma učinkovito 
imobilizacijo encimov. Zaradi teh omejitev se razvijajo nove tehnike in novi načini 
vezave encimov na nosilec. Gräslund in sod leta 2000 predstavijo mutanta Zbasic2. Zbasic2 
je domena, ki je obogatena z argininom in jo sestavlja 57 aminokislin. Velik delež 
arginina ustvarja pozitivni naboj na domeni argininskih ostankov, kar omogoča močno 
vezavo med pozitivnimi ioni in negativno nabitimi steklenimi površinami. Zaradi 
omenjene lastnosti so materiali iz kremena velikokrat uporabljeni kot anorganski nosilec 
za imobilizacijo encimov [30]. Bolivar in sod. raziskujejo zgoraj omenjeni SBM. Vezava 
poteka preko enega mini peptida, ki je usmerjen na steklo. Imobilizacija je nekovalentna 
in tako reverzibilna na ionskih nosilcih. Avtorji članka raziskujejo uporabo omenjenega 
Zbasic2 mutanta [31,32]. Slika 7 predstavlja način delovanja in usmeritev Zbasic2 označenega 
encima ob kremenovo površino.  
 
 
 
Slika 7: Prikaz vezave encima, označenega z Zbasic2 na silicijev material[31].  
 
Rdeče obarvan del prikazuje argininski del, torej pozitiven naboj, modri del pa negativno 
nabite ostanke. Sivo področje prikazuje hidrofobne dele [31]. 
Tak način imobilizacije predstavlja popolno imobilizacijo, saj je lahko: splošno 
uporabljena, selektivna, obnovljiva, zagotavlja orientacijo in stabilnost encima. 
Uporablja se v mikromrežah, mikrostrukturiranih reaktorjih in nanodelcih [31]⁠.  
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Polihistidinski označevalec 
 
Afinitetna kromatografija z imobiliziranimi kovinskimi ioni (IMAC) se uporablja za 
čiščenje rekombinantnih proteinov, ki vsebujejo kratke afinitetne polihistidinske 
označevalce. Sloni na povezavi med kovinskimi ioni, ki so imobilizirani na nosilec in 
določeno aminokislino. Histidin je aminokislina, ki ima najmočnejšo interakcijo med 
imobiliziranim kovinskim ionom [33]. Polihistidinski označevalec (ali tudi 6xHis 
označevalec) je en najbolj preprostih in največkrat uporabljenih označevalcev s 6 ali več 
histidinskimi ostanki. Običajno so veliki 0,84 kDa. Ti ostanki se vežejo na kovinske ione, 
kot so Ni2+, Co2+ ali Cu2+. 6xHis označevalci se vežejo na imobilizirani kovinski ion preko 
histidinskega imidazolnega obroča in se lahko sperejo z imidazolnim pufrom ali pri nizkih 
pH vrednostih [34]. 
 
Slika 8: Način vezave encima, označenega s polihistidinom 
 
Pri rekombinantnih proteinih s polihistidinskimi označevalci, izraženih v E. coli celicah, 
lahko dosežemo visoko čistost (> 80 %) že pri prvem krogu kromatografije. 
Rekombinantni proteini, izraženi v sesalskih ali celicah insektov, dosežejo nižje stopnje 
čistosti, ker vsebujejo veliko več histidinskih ostankov in jih ločimo težje od označenih 
[29]. 
 
Dräger in sod. so razvili sistem za istočasno imobilizacijo in čiščenje encimov v 
pretočnem mikrokanalu, kjer notranjost  reaktorja vsebuje porozne, monolitne 
steklo/polimer kompozite, ki so ustrezno funkcionalizirani za imobiliziranje različnih 
kemijskih skupin. Iskali so najboljšo polimerno fazo in vezavni sistem za 
funkcionalizacijo notranjosti z nikelj – nitrilotriocetna kislina (Ni-NTA). NTA je faza, ki 
omogoča afinitetno kromatografijo z imobiliziranimi kovinskimi ioni (IMAC): IMAC-
matrika se lahko uporablja za čiščenje histidinsko označenega proteina iz neobdelanih 
Cu2+ 
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celic[35]. Nedavna raziskava Kulsharove in sod. opisuje poenostavljeno imobilizacijo 
His-označene transketolaze na nosilec iz PMMA. Imobilizacija je potekala z vezavo 
označenega encima na Ni-NTA v enem koraku (Kulsharova in sod. 2018). Tak pristop 
občutno zmanjša stroške in čas za imobilizacijo encima. Učinkovitost je lahko še 
povečana z uporabo podlage z veliko površino, kot so nanotkanine, integrirane v 
mikroreaktor [36]. Tabela 2 predstavlja primerjavo različnih principov imobilizacije na 
osnovi nekaterih pomembnih karakteristik.  
 
Tabela 2: Primerjava različnih načinov imobilizacija po karakteristikah [28] 
 
Karakteristika Fizikalna 
adsorpcija 
Ionska 
vezava 
Afinitetna 
vezava 
Kovalentna 
vezava 
Zamreženje Ujetje 
Priprava Enostavna Enostavna Zmerna Težka Zmerna Težka 
Cena Nizka Nizka Zmerna Visoka Zmerna Zmerna 
Uporaba Široka Široka Široka Selektivna Selektivna Široka 
Moč vezave Šibka Zmerna Zmerna Močna Močna Močna 
Stabilnost Nizka Zmerna Zmerna Visoka Visoka Visoka 
Izpiranje 
encima 
Da Možno Možno Ne Ne Možno 
Encimska 
aktivnost 
Zmerna Visoka Visoka Nizka Nizka Zmerna 
Zaščita 
encima 
Ne Ne Ne Ne Možna Da 
Difuzijske 
omejitve 
Nizka Nizka Nizka Nizka Zmerna Visoka 
 
1.2.2 Učinkovitost imobilizacije 
V stacionarnem stanju encimsko katalizirane reakcije z imobiliziranim biokatalizatorjem 
je gradient substrata časovno neodvisen, in ves substrat, ki pride do imobiliziranega 
encima, se spremeni v produkt. Okoli imobiliziranega encima se ustvari koncentracijska 
razlika, saj mora substrat priti do encima in difuzija lahko poteka le preko te 
koncentracijske razlike med koncentracijo substrata v okolju in koncentracijo substrata 
na imobiliziranemu delcu. Difuzija je odvisna od debeline difuzijskega filma na katerega 
lahko vplivamo z mešanjem. V svojem magistrskem delu sem določala stacionarni 
efektivnostni faktor. Stacionarni efektivnostni izkoristek imobilizacije se uporablja za 
opis razmerja med encimsko aktivnostjo od imobilizirane aktivnosti. Vse navedene 
enačbe upoštevajo enote za encimsko aktivnost (μmol min-1) in ne specifično aktivnost 
(U mg-1) [37,38]. Definicija sledi enačbi:  
 
𝜂 =
𝑣𝑖𝑚𝑚
𝑣𝑓
                Enačba 1 
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Kjer η predstavlja efektivnostni faktor imobilizacije, vimm predstavlja aktivnost 
imobiliziranega encima in vf predstavlja aktivnost prostega encima.  
Potrebno je meriti tudi koncentracijo encima na vstopu in izstopu iz mikrokanala in iz 
izmerjenih koncentracij izračunati maso. Količino imobiliziranega encima pridobimo iz 
razlike med masama. 
Predhodno obravnavano specifično aktivnost (poglavje 1.1.3) izračunamo tako, da 
encimsko aktivnosti (poglavje 1.1.3) delimo s količino uporabljenega encima za izračun 
encimske aktivnosti. Izračun specifične aktivnosti je predstavljen v enačbi 4 (poglavje 
3.7) 
1.3 Mikroreaktorji 
 
Uporabnost mikroreaktorjev je prišla do izrazitega zanimanja v kemijski procesni 
industriji. Obstaja veliko podjetij, ki ne ponujajo le mikroreaktorje, ampak tudi celotne 
kemijske procesne plantaže. Seveda se sorazmerno s tem veliko raziskovalnih inštitutov 
in univerz ukvarja s tem področjem. Posledično je zaradi vseh uspešnih akademskih 
raziskav postala mikroreaktorska tehnologija privlačna za industrijo [39]. 
Mikrostrukturirani reaktorji so večinoma tridimenzionalne naprave, kjer je vsaj ena 
notranja dimenzija pod enim milimetrom. Običajno so karakteristične dimenzije med 10 
in 100 μm. Posledica tega je, da je v primerjavi s konvencionalnimi industrijskimi 
reaktorji pri mikroreaktorjih razmerje med površino in volumnom neprimerno višje. V 
teoriji so specifične površine mikroreaktorskih struktur med 10000 in 50000 m2 m-3, 
medtem ko je pri  tradicionalnih reaktorjih velikostni okvir 100 m2 m-3 [39].  
Koeficient prenosa toplote je inverzno proporcionalen premeru kanala. Izračunana 
vrednost omenjenega koeficienta pri mirkoreaktorjih se giblje okoli 10 kWm-2 K-1, kar je 
opazno višje kot pri tradicionalnih toplotnih menjalnikih. Visok koeficient prenosa 
toplote dovoli hitro segrevanje in ohlajanje reakcijske mešanice znotraj mikroreaktorja. 
V številnih primerih se to odraža v višji selektivnosti, izkoristku in kakovosti produkta. 
Torej so mikroreaktorji zelo učinkoviti za izvedbo hitrih in intenzivnih eksotermnih in 
endotermnih kemijskih reakcij. Učinkovitost prenosa snovi je tudi bistveno izboljšana v 
mikrostrukturiranih reaktorjih, saj je čas pomešanja manjši zaradi manjših dimenzij in 
difuzijskih časov. Torej je transport snovi drastično izboljšan [39]. 
Tretja pomembna lastnost je hidrodinamski tok znotraj mikrokanala. Tokovi so zaradi 
majhnih dimenzij laminarni, direktni in visoko simetrični. Grafični prikaz hitrostnega 
profila tokovnic v laminarnem toku je na sliki 9 [39]. 
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Slika 9: Prikaz laminarnega toka (Vir: 
https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/5/59/Laminar_flow_profile.gif 
(dostopano 13. 4. 2019)) 
 
Večfazni tokovi v mikrokanalih pogosto izkazujejo visoko urejenost in dobro določene 
meje med fazami. Ta lastnost omogoča simulacijo in modeliranje sistema za razvoj 
mikroprocesnih inženirskih naprav za nove procese. Enostavne napovedi in potrditve 
zadrževalnih časov so v veliko pomoč postopkom modeliranja [39]. 
Procesni parametri, kot so: (i) tlak, (ii) temperatura, (iii) zadrževalni čas in (iiii) pretok, 
so seveda lažje kontrolirani pri reakcijah, ki se dogajajo v manjših volumnih. Nevarnost 
reakcij, kot so drastično eksotermne ali eksplozivne reakcije, je tudi zmanjšana. Večja je 
tudi varnost pri reakcijah s strupenimi snovmi ali pri višjih operativnih tlakih [39]. 
Zaradi omenjenih lastnosti so mikrostrukturirani reaktorji lahko prednostne naprave v 
procesnem inženirstvu. Predvsem za pridobivanje informacij, ki omogočajo vpeljavo 
procesa na pilotno napravo in posledično na proizvodnjo raven. Informacije, ki jih 
pridobimo iz mikrostrukturnih reaktorjev, lahko tudi uporabljamo za optimiziranje že 
obstoječih procesnih proizvodenj [39]. 
 
Prvotni mikroreaktorji so bili narejeni iz stekla ali kremenovega stekla, keramike ali 
nerjavečega jekla. Nerjaveče jeklo se je uporabljalo za doseganje visokih tlakov ali 
hitrega prenosa toplote. Vendar je imelo jeklo slabe strani, kot sta cena izdelave in 
omejujoča prožnost. Veliko mikroreaktorjev je zelo preprosto oblikovanih in oblikovani 
so za točno specifične prednosti, kar omogočajo majhni velikostni redi mikroreaktorjev. 
Mikroreaktorske sisteme običajno sestavlja veliko komponent: (i) črpalka, ki omogoča 
pretok reaktantov v mikroreaktor, (j) merilec/regulator pretoka, reaktor, ki je večslojen in 
prikazan na sliki 10. Reaktor je lahko priključen na HPLC ali druge sisteme za »in-line« 
merjenje, lahko je uporabljeno termostartiranje reaktorjev, ki pa ga pogosto izvajamo 
preko zunanjega plašča ali s kopeljo [40]. 
Ime »mikroreaktor« nam pove, da gre za majhne velikostne skale, zaradi tega dobimo 
tudi majhne volumne produkta, ki so neprimerni za industrijske procese v večjih skalah. 
Obstajajo že nekateri komercialni reaktorji z enim ali večfaznim tokom. Za povečanje 
dobljenega produkta se v mikrotehnologiji uporablja princip povečanega števila enot 
(angl. »numbering-up«), kjer dodajamo številne mikroreaktorje v sistem in vsem hkrati 
uravnavamo procesne parametre. Primer povečanja kapacitete sistema je predstavljen na 
sliki 10 [40]. 
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Slika 10: Primer povečanja kapacitete na osnovi uporabe večjega števila 
mikroreaktorjev v sistemu [40] 
1.3.1 Povečevanje notranje površine mikroreaktorjev z nanostrukturami 
 
Pri katalitskih procesih igra pomembno vlogo površina katalizatorja, ker je seveda 
učinkovitost katalitskega procesa odvisna od števila prostih mest na katalizatorju, katerih 
število se povečuje z večjo specifično površino [41]⁠. Cilj je zmanjšati velikost delcev 
katalizatorja, zato se je zanimanje stroke obrnilo k nanotehnologiji in nanomaterialom, in 
sicer zaradi njihove ekstremne majhnosti. 
Definicija nanomaterialov je material, ki ima red velikosti v razponu od atoma do 500 
nm. Nanotehnologija je imela veliko vpliva na razvoj materialov. Veliko novih 
nanostruktur različnih velikosti je omogočilo razvoj mnogih funkcionalnih materialov. 
Nekatere unikatne prednosti nanomaterialov so velika površina, raznovrstna 
funkcionalnost v površini in visoko porozne membrane, ki omogočajo uporabo materiala 
v različnih področjih, kot je to npr. v biomedicini, shranjevanju energije, elektroniki 
(superkapacitatorji in nanosenzorji), zdravstvu in kozmetiki, filtraciji, zaščitnih oblekah 
in zaščiti okolja [42]. Področje nanotehnologije se najbolj posveča nanotkaninam, 
nanodelcem, nanocevkam in nanožicam. V nadaljevanju se bom osredotočila na 
nanovzmeti in nanotkanine, saj lahko z obema drastično povečamo površino 
mikroreaktorja. Veliko različnih materialov in tehnik je bilo uporabljenih z namenom 
povečevanja uporabne površine in sposobnosti učinkovitejšega nanašanja 
biokatalizatorja. Porozni monoliti, mikrodelci in nanašanje oblog na stene reaktorja 
drastično povečajo površino masnega prenosa na skrajno površino. Torej je zaradi razlike 
med velikostmi por in proteinov totalna površina, ki jo lahko uporabimo za nanos 
katalizatorja, slabo izkoriščena. Zaradi male geometrije in metod so velikokrat drage [43]. 
Veliko podpodročij se odpira na mikroreaktorsko in biosenzorsko tehnologijo. 
Podpodročja raziskujejo nosilce, na katere lahko z lahkoto nanesemo encime, protitelesa 
ali druge biomolekule, ki bi jih lahko uporabljali v omenjenih tehnologijah. Popolna 
nosilna podlaga mora biti strukturno stabilna, kemijsko inertna in mora predstavljati 
veliko, topljencu dostopno površino. Predstavljati mora šibek upor za tok tekočine in biti 
dostopna oblikovanju v novi ali že obstoječi mikronapravi.  
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Nanovzmeti 
Z nanovzmetmi lahko skoraj v popolnosti dosežemo vse omenjene pogoje. Helične 
strukture silicijevega dioksida (SiO2) lahko ustvarimo s kemičnim naparjeanjem na 
velikem številu različnih površin [43].  
Nanovzmeti na ploščicah so sintetizirane s pomočjo modificiranega mehanizma rasti para 
– kapljevina- trdnina (Vapor – Liquid – Solid -VLS). Ploščice so bile prekrite z navadnim 
transparentnim trakom. V sredini so pustili 10 x 2,2 cm neprikritega pravokotnika, da so 
omogočili rast nanovzmeti. Prelepljene ploščice kjer so bile poškropljene z zlatom, ki je 
služil kot katalizator. Tok silicijevega prekurzorja in kisika je bil spuščen čez ploščice 
cevki za 15 minut in silicijeve nanovzmeti so uspevale. Pod temi pogoji so nanovzmeti 
rasle dokler je bil prisoten zlat katalizator, debelost nanovzmetnih podlog pa je pogojena 
z depozicijskim časom [43].  
Shilke in sod. so raziskovali β-galaktoziadazo imobilizrano na omenjenih silicijevih 
nanovzmeteh. Encim so funkcionalizirali z tiol skupino. Omenjene nanovzmeti so 
hidrofobne, kar omogoča adsorpcijo encima. Tiol skupine se povežejo z nosilcem preko 
disulfidne vezi. Šibke vezi med encimom in podlago so odstranjene z natrijevim dodecil 
sulfatom (angl. sodium dodecly sulfate- SDS)  in nato ostane stabilna kovalentno vezava 
plast encima. Omenjeni postopek je uporabljen tudi pri drugačne funkcionaliziranih 
nanovzmeteh. Tak postopek prikazuje reverzno imobilizacijo modificiranega encima na 
nanovzmeti [43]. 
Prikaz shematične funkcionalizacije in vezava modificiranega encima na nosilec je 
prikazana na sliki 11. 
 
Slika 11: a) Prikaz funkcionalizacije SiO2 vzmeti s tiol skupino za encimsko 
imobilizacijo b) Imobilizacija modificiranega encima s kovalentno disulfidno vezjo 
[43].  
 
Valikhani in sod. povežejo silicijeve nanovzmeti in prehodno obravnavan SBM (poglavje 
1.2.1.1). Silicijeve nanovzmeti predstavijo kot popolno podlago za imobilizacijo. 
Nanovzmeti nudijo dostopno površino in njihova Darcy prepustnost (∼3 × 10-6 cm2) 
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nakazuje na majhen upor proti toku. Površina je velika (∼300 m2 g-1), dostopna in ima 
proste silanolne skupine, ki so lahko kemijsko funkcionalizirane [32]⁠. 
 
Nanotkanine 
 
Nanotkanine so zanimive za raziskovanje zaradi njihovih izjemnih lastnosti. V primerjavi 
z ostalimi strukturami so nanotkanine lažje, z majhnim premerom, lahko kontroliranimi 
strukturami porami in zelo visokim razmerjem površina/volumen, zaradi česar so popolni 
materiali za razne uporabe, kot so filtracija, senzorji, zaščitni materiali, tkivni inženiring 
in shranjevanje energije. Raziskovanje novih kompozitov nanotkanin predstavlja večji 
potencial. Posledično tudi raziskovanje novih polimernih kompozitov nanotkanin stremi 
k izboljšanju več funkcionalnosti in širjenju njihovih fizičnih in kemijskih lastnosti le-
teh. Polimerne kompozitne nanotkanine sestavljajo dve ali več kompozitnih nanotkanin, 
polimer/polimer, polimer/nanodelec, polimer/anorganska sol [44]. 
Nekaj metod je bilo izpostavljenih za pridobivanje nanotkanin, kot je elektrospining, 
fazna separacija, samo-sestavljanje in sinteza. Med omenjenimi je elektrospining najbolj 
uporabljena tehnika za pridobivanje nanotkanin, ki je unikatna zmožnost pridobivanja 
nanotkanin iz različnih materialov (polimerov, keramike in kovin) z različnimi 
morfologijami, vzorci in funkcionalnostmi [42]. 
 
Podjetje NanoMyP iz Granade v Španiji poroča o nanotkaninah v različnih študijah. 
Govorijo o nanotkaninah kot uspešnem orodju za zaznavanje triptamina v pivu [45]. 
Nadalje poročajo o študiji z nanotkaninsko membrano z notranjim optičnim kisikom kot 
nosilcem in pretvornim materialom za imobilizacijo glukozne oksidaze, ki so jo v 
preteklosti uporabljali za določanje optičnosti glukoze. Pred tem so govorili tudi o 
uspešnosti analize urinske kisline v serumu z nanotkaninami [46]. 
1.3.2 Karakterizacija nanostruktur 
Za uspešno uporabo nanostruktur je potrebno poznati tudi njihove lastnosti, me drugimi 
tudi njihovo hidrofobnost, kar ocenimo na osnovi omočljivosti z ustrezno tekočino.  
Omakanje površin je bila vedno dobro raziskovana smer, saj igra zelo pomembno vlogo 
pri razumevanju snovi in tudi pri uporabi snovi. Ima zelo pomembno vlogo v industriji, 
npr. pri lubrikaciji, tekočih premazih, tisku itd. V zadnjih letih se je zaradi potencialne 
uporabnosti pokazalo zanimanje o razumevanju super hidrofobnosti. Super hidrofobnost 
prinese veliko pozitivnih lastnosti pri aplikacijah, kot so samo-čiščenje, nanofluidika in 
elektro omakanje. Omakalne študije vključujejo analizo izmerjenih kontaktnih kotov 
[47].  
Oblika prostega okolja tekočine je preučevana že vsaj dve stoletji. Ustvarjena je zaradi 
notranje-celičnih molekulskih sil tekočine ob podlago, ki jo imenujemo površinska 
napetost. Avtorja prvega zapisa o raziskovanju omenjenega fenomena sta bila LaPlace in 
Young [48]. Majhni kontaktni koti < 90° pokažejo lastnost dobre omočljivosti, veliki 
kontaktni koti > 90° pa pokažejo lastnost slabe omočljivosti.  
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Za raziskovanje omakalnih kotov tekočine na površini si moramo predstavljati kapljico 
na horizontalni podlagi, kot je predstavljeno na sliki 12. 
 
 
Slika 12: Ilustracija kontaktnega kota na trdni homogeni površini [47].  
 
Kontaktni kót je definiran kot kót, ki se ustvari kot stik med tekočino, trdno površino in 
zrakom. Geometrično ga dobimo z uporabljanjem tangente. Stik, kjer obstajajo vse faze, 
torej tekočina, trdna podlaga in zrak, imenujemo tri fazna kontaktna linija. Slika 12 nam 
pokaže različne oblike kapljic in njihove pripadne kóte. Za boljšo predstavo lahko 
podamo primer, da se popolno omakanje zgodi, ko je kontaktni kót 0°. Za super 
hidrofobne površine pa je potreben kót, večji kot 150°, kjer lahko predpostavimo »lotusov 
efekt« [47]. 
V čisti tekočini so vse molekule tekočine povezane v vse smeri k sosednjim molekulam 
tekočine in tako je vsota vseh sil 0. Seveda pa molekule, ki sosedujejo podlagi, nimajo 
molekul tekočin v vseh smereh, kar ustvari notranji pritisk. Pojav je prikazan na sliki 13. 
 
Sika 13: Prikazana površinska napetost zaradi neenakomernih sil molekul v tekočini na 
površino [47].  
 
Rezultat tega pojava je, da tekočina odbija podlago z namenom, da ohrani najmanjšo 
površinsko energijo. Iz vsakodnevnih izkušenj vemo, da so kapljice in mehurčki sferično 
mali, kar pomeni minimalno površino za stalen volumen. Omenjeno med molekulsko silo, 
ki se dotika podlage, so poimenovali površinska napetost in je odgovorna za obliko 
kapljice. V praksi zunanje sile, kot je gravitacija, deformirajo kapljico [47]. 
 
Ustvarjeno je bilo veliko metod, s katero bi lahko napovedali površinsko napetost 
tekočine in kontaktni kót preko nepremikajoče kapljice, viseče kapljice ali ujete kapljice. 
V idealnem primeru je oblika kapljice odvisna od združenih vplivov zunanjih in 
gravitacijskih sil. Površinska napetost zmanjša površinski stik s kapljico tako, da zmanjša 
kapljico – jo naredi bolj sferično, medtem ko gravitacija deformira kapljico na dva načina: 
A) razteza kapljico, 
B) splošči kapljico. 
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To ravnotežje med površinsko napetostjo in zunanjimi silami, kot je gravitacija, je 
matematično opisano z Laplaceovo kapilarno enačbo, ki ponuja določanje površinske 
napetosti z analiziranjem oblike kapljice.  
Med zgodnjimi časi merjenja kontaktnih kotov je za analiziranje profila uporabljena θ/2 
metoda.  
 
 
Slika 14: Slika prikazuje način merjenja karakteristik kapljice [47]. 
 
Ta metoda nam prikaže primerljive rezultate z meritvami, vendar pri pogoju, da je 
kapljica zelo majhna. Ne more pa zagotoviti rezultatov, če je kapljica dovolj velika, da 
nanjo vpliva gravitacija [47]. 
 
Kapljična analiza je prikladen način, kako izmerimo kontaktne kote in tako določimo 
površinsko napetost. Osnovne predpostavke so: 
a) Kapljica je simetrična, kar pomeni, da opazovalna smer ne vpliva na rezultat.  
b) Kapljica je v statičnem stanju, kar pomeni, da viskoznost in negibnost igrata 
vlogo pri določevanju oblike kapljice. Pomeni, da sta notranja napetost in 
gravitacija edini sili, ki vplivata na obliko kapljice.  
Umerjanje je preprosto, ker potrebujemo samo optično povečavo [49].  
 
Slika 15: Prikaz različnih rezultatov kapljične analize. Rezultati so povzeti po literaturi 
[50].  
Zelo hidrofilno Hidrofilno 
Levo Desno Levo Desno Levo Desno Levo Desno Levo Desno Levo Desno Levo Desno 
Polinomno 
Hidrofobno 
Eliptično 
Razlika 
 
Zelo hidrofobno Hidrofobno 
nagnjeno 
Zelo hidrofobno 
nagnjeno 
Hidrofilno 
nagnjeno 
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2 Namen dela  
Nameni mojega magistrskega dela so bili:  
➢ karakterizacija nanovzmeti, 
➢ sestava mikroreaktorja z integriranimi različnimi nanostrukturami (nanovzmeti in 
nanotkanine), 
➢ izvedba imobilizacije transaminaze na nanovzmeti, 
➢ izvedba imobilizacije esteraze na nanotkanine, 
➢ študij izbranih reakcij v mikroreaktorju z različnimi nanostrukturami (nanovzmeti 
in nanotkanine).  
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3 Eksperimentalno delo 
3.1 Material                                                                     
 
Demineralizirana voda 
Metilbenzilamin 
Natrijev piruvat 
Piridoksal-5`-fosfat monohidrat 
Etanol 
Acetofenon 
Acetonitril 
Natrijev dihidrogen fosfat dihidrat 
Dinatrijev hidrogen fosfat monohidrat 
Fosforjeva (V) kislin 
L-alanin 
Natrijev klorid 
Acetonitril 
Natrijev hidroksid, 50-% raztopina 
BSA 
DMSO 
p-nitrofenil valerat  
Tris-HCl 
NaCl-imidazole pufer 
HCl 
Bakrov acetatni pufer 
                                                                                                               
3.2 Laboratorijske aparature 
 
Analitska tehtnica Sartorius BP 210 S 
Vibromix 204 EV 
Centrifuga 
Spektrofotometer Varian Cary 50 UV – Vis 
HPLC Shimadzu LC-20AD 
Injekcijske črpalke PHD 4400 
Magnetni mešalnik IKA RTC Basic safety control 
Toplotni plašč  
Vodna kopel 
Fotoaparat Nikon 
Lupoled 1120 DMX Dual-Color 
Sušilnik  
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3.3 Karakterizacija hidrofobnosti 
Testirala sem štiri nanovzmeti z različnimi gostotami, ki sem jih poimenovali »Test 131«, 
»Test 124«, »Test 137« in »Test 138«. Njihova gostota je predstavljena v tabeli 1. EtOH 
(96 %) in H2O sta bila zmešana v različnih volumskih razmerjih, pri tem nisem upoštevala 
narave aditivnosti, torej je 250 μL EtOH : 750 μL H2O predstavljena kot 25 : 75 razmerja 
raztopine. Za vsak poskus je bila na nanovzmet nanesena kapljica z volumnom 20 μL. 
Tabela 3: Tabela prikazuje vzorce in pripadajočo gostotno porazdelitev 
nanovzmeti 
Test (/) ρNS (mg)  
Test 124 5,6 mg 
Test 131 4,5 mg 
Test 137 2 mg 
Test 138 0,9 mg 
Namestitev eksperimentalnega okolja in pomembne mere so predstavljene na sliki 16. Za 
slikanje je bil uporabljen Nikonov fotoaparat. Slike sem posnela v roku ene minute po 
nanosu kapljice na vzorec. Slika vsakega vzorca, omakanja in ne omakanja bo 
predstavljena v nadaljevanju magistrske naloge. Za ozadje sem uporabila črno podlago, 
da bi se ognili dodatnim motnjam, kot je na primer naravna svetloba. Uporabila sem 
Lupoled 1120 DMX Dual- Color za osvetlitev z močno umetno lučjo in posledično, da 
sem zmanjšala okoljske vplive, kot so sence ali neenakomerna porazdelitev svetlobe.  
 
  
Slika 16: Slika prikazuje delovno okolje in nastavitve umetne luči ''Lupoled 1120 DMX 
Dual-Color'' 
 
Kot je že bilo omenjeno, sem posnela sliko za vsak vzorec in omakalni kot je bil določen 
preko programa Inkscape. V Inkscape programu sem uporabila meritvena orodja, da sem 
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izmerila premer in višino kapljice in tudi njen kontaktni kot. Če je bila slika nagnjena, 
sem uporabila pretvorbena orodja in jo zasukala za primeren kot, da sem jo poravnala. Z 
enačbo 11, ki je predstavljena v poglavju 3.7, sem izračunala kot, da sem preverila, ali se 
ujema z našim odčitanim kotom. Kriterij za omakanje je bil 90° in za dobro omakanje 
45° [47].  
3.4 Določevanje encimske aktivnosti 
 
3.4.1 Transaminaza 
 
Pri delu sem uporabljala dva različna encima in obema z drugačnim postopkom merila 
encimsko aktivnost. Na sliki 17 in 18 sta prikazani obravnavani biokemijski reakciji. 
Slika 17 predstavlja reakcijo, katalizirano s transaminazo N-SBM-ATA-wt: 
                                                                         
 
Slika 17: Reakcija za določevanje aktivnosti ω-transaminaze [13]  
 
Legenda: 
• (S)-MBA-α–metilbenzilamin 
• PYR – natrijev piruvat 
• PLP – piridoksal-5`- fosfat 
• ω–TA – transaminaza 
• ACP – acetofenon 
• L–ALA – alanin 
 
Obravnavo encimske aktivnosti N-SBM-ATA-wt sem izvedla v 15 mL plastični 
centrifugirki z delovnim volumnom 5 mL. Plastična centrifugirka je bila v vodni kopeli. 
Vodna kopel je zagotavljala vzdrževano temperaturo pri 30 ± 0,5 C. Koncentraciji MBA 
in PYR sta bili 40 mM v 20 mM natrijevemu pufru, ki je imel pH 8 in 0,1 mM kofaktorja 
PLP. Reakcijo sem izvedla tako, da sem v reakcijski mešanici dosegla konstantno 
temperaturo 30 °C in nato dodala raztopino encima tako, da je bila koncentracija encima 
v reaktorju 0,16 mg mL-1. Vzorčila sem pri različnih časih. Vzorčenje je potekalo tako, 
da sem pri različnih časovnih točkah odvzemala po 100 mL reakcijske mešanice in ga 
redčila z 0,1 M NaOH, torej v razmerju 1 : 1. NaOH služi kot zaviralec reakcije. Vzorce 
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sem nato pomešala na vibromixu in jih naslednjih 5 min centrifugirala na 13000 rpm. 
Vzorce sem analizirala na HPLC z izokratsko metodo, zasledovala sem koncentraciji 
MBA in ACP. Pogoji HPLC-ja so predstavljeni spodaj: 
 
• Kolona Phenomenex Gemini NX 110 A C-18, 150 x 4,6 mm, 3 µm 
• Mobilna faza ((NaOH (aq), pH = 11) : (acetonitril) = 50 : 50) 
• Pretok = 1mL/min 
• λ = 260 nm 
• T = 30 °C 
• t = 5 min 
• Retencijski čas (MBA) = 2,6 min 
• Retencijski čas (ACP) = 3,4 min 
 
Za obe komponenti, torej MBA in ACP, sem predhodno pripravila umeritveno krivuljo 
iz različnih koncentracij. Za MBA je bil razpon koncentracij 5 do 40 mM ter za ACP 
med 2,5 in 20 mM. Predhodno pripravljena krivulja je služila pri določevanju 
koncentracije porabljenega MBA in nastalega ACP. 
 
 
3.4.2 Esteraza 
Slika 18 prikazuje biokemijsko reakcijo, uporabljeno pri eksperimentu. 
 
Slika 18: Predstavljena reakcija biotransformacije v prisotnosti esteraze 
 
Encimska aktivnost esteraze sem določila preko 20-minutnega časovnega okna s pomočjo 
spektrofotometra, ki konstantno meri koncentracijo produkta pri valovni dolžini 405 nm. 
Delovni volumen je bil enkrat 200 μL in naslednjič 300 μL. Volumen sem povečala zaradi 
morebitnih zračnih mehurčkov v kiveti. Substrat je v obeh primerih predstavljal 2 % 
reakcijsko mešanico, torej 4 μL v 200 μL in 6 μL v 300 μL. Takoj, ko sem dodala substrat 
v kiveto, sem začela z merjenjem encimske aktivnosti. Encimsko aktivnost sem 
spremljala in-line v časovnem razponu 20 minut. Encimska aktivnost je bila merjena pri 
sobni temperaturi (18  C–21 °C) in izračunana preko enačb 1 v poglavju 1.1.3. Specifično 
encimsko aktivnost sem izračunala preko enačbe 2 v poglavju 1.1.3.   
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3.5 Imobilizacija encimov 
 
Koncentracijo uporabljenega encima in imobiliziranega encima sem določevala z 
umeritveno krivuljo N-SBM-ATA-wt. Umeritvena krivulja je bila pripravljena 
standardno. Natehtan je bil 1 mg encima in raztopljen v 1 mL 50 mM natrijevega 
fosfatnega pufra. Nato sem iz prvotne raztopine naredila 6 redčenj. Koncentracijski 
razpon je bil 25 do 500 μg mL-1. Encimska koncentracija je bila merjena 
spektrofotometrično. Torej je bila koncentracija določena z merjenjem absorbance pri 
280 nm, pri nanotkaninah sem preračunala koncentracijo proteina tudi preko 
ekstincijskega koeficienta za BSA [22]. Umeritvena krivulja za določanje koncentracije 
encima je predstavljena na grafu 1.  
 
Graf 1: Umeritvena krivulja za spektrofotometrično določevanje koncentracije encimov 
pri 280 nm 
3.5.1 Transaminaza 
 
Po določevanju omakalnih kotov nanovzmeti je sledil poskus integracije v mikroreaktor. 
Za uspešno imobilizacijo je bilo izdelanih več nosilcev iz materiala PMMA različnih 
dimenzij. Sama sem uporabljala dimenzije 10 x 5 cm. V materialu PMMA so bile ustrezne 
luknje, da se lahko nosilci pričvrstijo skupaj s pomočjo vijakov. Seveda nista manjkali 
luknji za vstop in izstop vzorca. Nanovzmeti, ki sem ji integrirala med omenjenima 
nosilcema, sta bili dimenzij 5,5 x 1,5 cm. Nanovzmeti sem pričvrstila s pomočjo para-
filma. Med nanovzmeti in PMMA je prišel tudi vmesnik PTFE, ki je imel debelino 0,2 
mm. Tekočina je vstopala in izstopala pri levem in desnem vogalu trikotnikov. Vse dele 
prikazuje slika 19.  
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Slika 19: Slika sestavnih delov mikroreaktorja [51]. 
 
Za uravnavanje pretoka sem uporabljala injekcijsko črpalko Harward Apparatus PHD 
4400 Programmable. Z različnimi pretoki vode sem ugotovila, ali je reaktor sestavljen 
zadovoljivo. Tekočina je vstopala na eni strani in na drugi strani zapuščala sistem. 
Morebitnih mehurčkov zraka sem se znebila z uravnavanjem pretoka in stresanjem 
mikroreaktorja.  
3.5.2 Esteraza 
 
Nanotkanine sem integrirala v mikroreaktor po podobnem postopku. Uporabljena sta bila 
identična nosilca PMMA z ustreznimi luknjami za pritrditev. Med dvema nosilcema je 
bila teflonska pregrada z debelino 0,3 cm. V sredini teflonske pregrade je izrezana oblika, 
po kateri sem kasneje tudi izrezala nanotkanino in jo z dvostranskim biorazgradljivim 
lepilnim trakom prilepila na nosilec. Pregrada PTFE je služila kot višina za volumen 
kanala. Različne mere nanotkanine so bile uporabljene za različne eksperimente. Slika 20 
predstavlja mikroreaktor z imobiliziranimi nanotkaninami: 
1. Pravokotni del na sredini – 5,5 cm x 1,5 cm, vstopni in izstopni trikotni deli, 
enokraki trikotniki niso bili pokriti z nanotkaninami. Torej je bila površina 
nanotkanine v mikroreaktorju 8,25 cm2.  
2. Pravokotni del na sredini – 5,5 cm x 1,5 cm, vstopni in izstopni trikotni deli, 
enokraki trikotnik je imel na eni strani 1,5 cm in 1 cm višine, drugi enakokraki 
trikotnik je imel spodnjo stranico veliko 1,5 cm in višino 0,8 cm. Pregrada PFTE 
je bila debela 0,3 cm, kar je tudi globina kanala. Makroskopska površina tkanine 
je bila 9,6 cm2.  
3. Pravokotni del na sredini – 4,1 cm x 1,4 cm. Del nanotkanine je postal neaktiven, 
zato sem jo odrezala. Posebej sem odrezala en trikotnik in del pravokotnega dela. 
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Preostali enakokraki trikotnik je bil na spodnji stranici dolg 1,5 cm z višino 
0,8 cm. Pregrada PFTE je bila debela 0,3 cm, kar je tudi globina kanala. 
Makroskopska površina tkanine je bila 6,3 cm2.  
 
 
 
Slika 20: Slika mikroreaktorja pred (levo) in po (desno) odstranitvi nanotkanine 
 
Imobilizacijo sem izvajala pri sobni temperaturi, ki je bila takrat 19 °C. Prvi korak 
imobilizacije je omakanje notranjosti mikroreaktorja z imobilizacijskim pufrom (Tris-
HCl) brez encima. Pufer sem previdno vbrizgavala v mikroreaktor, dokler se nisem 
znebila morebitnih zračnih mehurčkov. 347 μL čistega encima sem nato spustila čez 
reaktor in pustila inkubirati 1,5 ure in nato postopek ponovila. Preden sem začela 
biotransformacijo, sem se znebila morebitnega prostega encima po naslednjem postopku. 
Reaktor sem 6-krat sprala s Tris-HCl pufrom pri pretoku 50 µl/min. Koncentracijo 
proteinov v izprani raztopini sem pomerila spektrofotometrično po metodi, opisani v 
poglavju 0.  
 
Po končani biotransformaciji sem izprala imobiliziran encim s fosfatnim pufrom pri pH 
7,4 in 0,5 M NaCl in 0,5 M imidazola. Ponovno sem zbrala 6 vzorcev in jim pomerila 
koncentracijo proteinov zaradi določevanja masne bilance.  
Ko sem določila, da se je večino encima odstranilo iz mikroreaktorja, sem odstranila 
imidazol pufra z 1 M HCl raztopino in potem stabilizirala notranjost mikroreaktorja z 
acetatnim pufrom. Sledila je regeneracija nanotkanine, da bo nanotkanina primerna za 
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nadaljnjo uporabo. Regeneracija nanotkanine pomeni pripenjanje bakrovih ionov na 
tkanino. Z acetatnim pufrom sem odstranila morebitne zračne mehurčke. Nato sem čez 
reaktor spustila baker, raztopljen v acetatnem pufru, in pustila inkubirati 3–4 dni. 
Nanotkanina se je obarvala modro. Po pretečenem času sem ponovno stabilizirala 
notranjost z acetatnim pufrom in nevtralizirala s Tris-HCl pufrom in tako je bil reaktor 
pripravljen za ponovno uporabo. 
3.6  Biotransformacije v mikroreaktorju z imobiliziranimi encimi 
 
Študij reakcije v kontinuiranem sistemu sem izvajala v mikroreaktorju z nanovzmetmi ter 
v reaktorju z nanotkaninami. Mikroreaktor z nanovzmetmi je imel imobiliziran N-SBM-
ATA-wt, medtem ko so nanotkanine vsebovale imobiliziran AF-Est2. Reakciji sta bili 
identični kot za določevanje encimske aktivnosti (poglavje 3.4). Med reakcijo sem 
spreminjala pretoke iz manjšega na večje ter s tem tudi kontrolirala zadrževalne čase. 
Zadrževalni časi so bili v razponu 1–15 min pri nanotkaninah in od 3–20 min pri 
nanovzmeteh. 
3.6.1 Transaminaza 
Pripravila sem črpalko, ki je vsebovala reakcijsko mešanico. Črpalka je služila za 
dovajanje reakcijske mešanice v reaktor. Reaktor je obratoval pri sobni temperaturi. 
Izstopno mešanico sem zbirala v epice, ki sem jih predhodno napolnila s 100 mL NaOH. 
NaOH je služil za redčenje in ustavitev reakcije. Uporabila sem cevke premera 0,5 µm. 
Vzorce sem analizirala ročno s HPLC off line analizo, opisano v poglavju 3.4.1. Zbrane 
vzorce sem preko injekcijskega ventila z 1 uL zanko injicirala v napravo HPLC. Za vsak 
vzorec sem opravila izokratsko metodo z istimi kromatografskimi pogoji in tako določila 
koncentraciji substrata MBA ter produkta ACP. 
3.6.2 Esteraza 
Pri eksperimentu z nanopodlogami sem si pripravila dve črpalki, saj je ena služila kot 
referenčna mešanica. V prejšnjih poglavjih je omenjeno, da substrat, uporabljen pri 
reakciji z nanopodlogami, sam razpada v produkt s časom in pri stiku s svetlobo. 
Biotransformacijo sem izvedla pri sobni temperaturi, ki je bila med 19  C in 21  C. 
Povečevala sem zadrževalne čase z namenom pridobitve višjega izkoristka. Po 
vzpostavitvi stacionarnega stanja sem na izstopu reaktorja zbirala 300 μl vzorca in 
koncentracijo produkta pomerila spektrofotometrično. Vzpostavitev stacionarnega stanja 
sem predpostavila takrat, ko  so čez reaktor pretekli 3 delovni volumni raztopine. Po 
principu enačb 7, 8 in 9, podanih v poglavju 3.7, sem izračunala konverzijo, volumetrično 
in specifično produktivnost za izbrano biotransformacijo v prisotnosti esteraze.  
 
Eno ponovitev eksperimenta sem izvedla v vodni kopeli, in sicer z namenom določitve 
temperaturne odvisnosti encima. Najprej sem pomerila temperaturna odvisnost tako, da 
sem spreminjala temperaturo: 50, 60 in 70 C. Zadrževalnih časov nisem spreminjala. S 
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tem sem pridobila optimalno temperaturo, ki je bila 70 C. Zato sem en eksperiment 
izvedla pri 70 C. Delovno okolje temperaturne odvisnosti je predstavljeno na sliki 21.  
 
 
Slika 21: Predstavljeno delovno okolje pri povišani temperaturi v vodni kopeli 
3.7 Izračuni 
Encimsko aktivnost pri obeh reakcijah sem pridobila iz enačb 3 in 4. 
𝑣0 =
𝑐𝑝(𝑡2)−𝑐𝑝(𝑡1)
𝑡1−𝑡2
         Enačba 3 
 
𝑠𝑝𝑒𝑐𝑖𝑓𝑖č𝑛𝑎 𝑎𝑘𝑡𝑖𝑣𝑛𝑜𝑠𝑡 =
𝑣0
𝑐𝑒0
       Enačba 4 
 
Kjer v0 predstavlja začetno hitrost, cp(t1) in cp(t2) predstavljata koncentraciji v časovnih 
točkah 1 in 2 ter t1 in t2 predstavljata časovni točki 1 in 2, ce pa predstavlja začetno 
koncentracijo encima pri opazovani encimski reakciji.  
 
Efektivnost imobilizacije sem pridobila preko enačbe 5. 
𝑚𝑖 = 𝑚0 − 𝑚𝑤          Enačba 5 
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Kjer mi predstavlja maso imobiliziranega encima, m0 maso začetnega encima in mw maso 
izpranega encima. Mase sem izračunala iz merjenih koncentracij preko enačbe 6. 
𝑚𝑧 = 𝑐𝑒(𝑧) ∗ 𝑉𝑣𝑧𝑟.(𝑧)         Enačba 6 
 
Kjer indeks z lahko predstavlja i (imobiliziran), w (odstranjen), 0 (vstopen), ce predstavlja 
uporabljeno koncentracijo encima in Vvzr predstavlja koncentracijo vzorca.  
Konverziji pri obeh poskusih sem pridobila iz enačbe 7. 
𝑋 =
𝑐𝑝
𝑐0
∗ 100          Enačba 7 
Kjer X predstavlja konverzijo, cp koncentracijo produkta in c0 začetno koncentracijo 
substrata.  
Volumetrično produktivnost sem pridobila iz enačbe 8. 
𝑃𝑣𝑜𝑙 =
𝑐𝑃
𝜏
           Enačba 8 
Kjer je Pvol volumetrična produktivnost, τ predstavlja zadrževalni čas in cp predstavlja 
koncentracijo produkta pri določenem zadrževalnem času.  
Specifično produktivnost sem dobila iz enačbe 9. 
𝑃𝑠𝑝𝑒𝑐 =
𝑐𝑃∗𝑉
𝑚𝑒∗𝜏
          Enačba 9 
 
Kjer Pspec predstavlja specifično produktivnost, Vr predstavlja volumen reaktorja, me 
predstavlja maso imobiliziranega encima in τ predstavlja zadrževalni čas.  
 
Maso imobiliziranega encima na površino sem pridobila po enačbi 10. 
𝑚𝑖𝑚𝑜𝑏 𝐴⁄ =
𝑚𝑖𝑚𝑜𝑏(𝑚𝑔)
𝐴𝑁𝑇(𝑐𝑚2)
        Enačba 10 
 
Kjer mimob predstavlja maso imobiliziranega encima in ANT predstavlja površino 
uporabljene nanotkanine.  
 
Kontaktne kote za določevanje hidrofobnosti sem izračunali iz enačbe 11. 
 
𝜃
2
= 𝑡𝑎𝑛.1           Enačba 11 
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4 Rezultati in diskusija 
4.1 Karakterizacija nanovzmeti 
 
Testirala sem vzorce 124, 131, 137 in 138. Vzorci so se razlikovali v gostoti razporeditve 
nanovzmeti. Nanovzmeti so pripravljene po postopku para-kapljevina-trdnina s 
kemičnim naparevanjem. Za karakterizacijo nanovzmeti sem opravila kapljično analizo s 
katero dobim informacije o hidrofobnosti in je opisana v poglavju 3.3. Opravljena je bila 
tudi analiza s svetlobnim elektronskim (SEM) mikroskopom, ki omogočila boljši vpogled 
v strukturo nanovzmeti. Primer ploščice z nanovzmetmi je prikazan na sliki 22 
 
 
Slika 22: Primer ploščice nanovzmeti. 
 
Kriterij za omakanje je bil določen pri kotu 90° in za dobro omakanje 45°. Kot rezultat je 
podan odčitan in izračunan kot preko enačbe 11 (poglavje 3.7). 
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Test 131  
 
Prikaz primera hidrofobnosti in hidrofilnost za test 131 prikazuje slika 23 in tabela 4 
prikazuje rezultate testiranja vzorca.  
 
a) b) 
  
 
Slika 23:Prikazuje hidrofobnost (a) pri deležu EtOH v vodi 9,64% (v/v) in omakanje (b) 
pri deležu EtOH v vodi 29,43% (v/v) za vzorec »test 131« 
 
 
Tabela 4: Tabela meritev in ocena omakanja za vzorec »test 131«. 
Razmerje 
(EtOH:H2O)  
Delež 
EtOH v 
vodi 
(v/v, 
%) 
Višina 
kapljice 
(px)  
Premer 
kapljice 
(px)  
Odčitan 
kot (°)  
Izračunan 
kot (°)  
Omakanje 
0:100  0  41,88  66,75  103,5  102,9  Ne  
10:90  9,64  39,75  77,73  90,13  91,3 Ne  
20:80  19,45  31,98  96,9  66,56  66,8  Da  
26:74  24,43  24,28  106,45  47,51  49,0  Da  
27:73  25,43  21,01  107,41  44,45  42,7  Dobro  
28:72  26,43  20,35  108,55  44,48  41,1  Dobro 
29:71  27,43  20,5  109,32  42,38  41,1  Dobro 
30:70  29,43  17,17  110,91  34,3  34,4  Dobro 
35:65  34,46  15,52  135,17  24,47  25,8  Dobro 
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Graf 2: Grafični prikaz vpliva deleža vode v kapljici na izračunan in odčitan omakalni 
kot za vzorec »test 131« 
 
 
Rezultati testa 131, ki so podani v tabeli 4 in grafično prikazani na grafu 2, pokažejo, da 
kapljica pokaže lastnost omakanja pri deležu EtOH v vodi 19,45 % (v/v), kjer kapljični 
omakalni kot pade pod 90°. Lastnost dobrega omakanja se pojavi pri deležu EtOH v vodi 
25,43% (v/v), kjer omakalni kot pade pod 45°.  
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Test 124  
 
Prikaz primera hidrofobnosti in hidrofilnost za test 124 prikazuje slika 24. Tabela 5 
prikazuje rezultate testiranja vzorca.  
 
a) b) 
  
 
Slika 24: Prikazuje hidrofobnost (a) pri deležu EtOH v vodi 0% (v/v) raztopini in 
omakanje (b) pri deležu EtOH v vodi 29,43% (v/v) za vzorec »test 124« 
 
 
Tabela 5: Tabela meritev in ocena omakanja za vzorec »test 124«. 
Razmerje 
(EtOH:H2O)  
Delež 
EtOH v 
vodi 
(v/v, %) 
Višina 
kapljice 
(px)  
Premer 
kapljice 
(px)  
Odčitan 
kot (°)  
Izračunan 
kot (°)  
Omakanje  
0:100  0  44,14  49,36  121,64  121,5783  Ne 
10:90  9,66  45,71  61,92  114,03  111,7794  Ne  
20:80  19,49  38,62  72,8  95,48  93,39002  Ne  
22:78  21,47  38,32  77,87  88,3  89,0878  Da  
23:77  22,46  39,71  79,61  86,91  89,86309  Da  
24:76  23,46  26,5  86,47  67,9  63,01071  Da  
26:74  25,46  27,68  98,06  59,58  58,894  Da  
28:72  27,47  23,41  92,55  51,76  53,66867  Da  
30:70  29,43  24,33  100,63  51,06  51,61251  Da  
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Graf 3: Grafični prikaz vpliva deleža vode v kapljici na izračunan in odčitan omakalni 
kot za vzorec » test 124« 
 
Rezultati testa 124, ki so povzeti v tabeli 5 in grafično prikazani na grafu 3, pokažejo, da 
kapljica pokaže lastnost omakanja pri deležu EtOH v vodi 23,46 % (v/v), kjer se omakalni 
kot spusti pod 90°.  
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Test 137 
 
Prikaz primera hidrofobnosti in hidrofilnost za test 137 prikazuje slika 25. Tabela 6 
prikazuje rezultate testiranja vzorca.  
 
a) b) 
  
 
Slika 25: Prikazuje hidrofobnost (a) pri deležu EtOH v vodi 0% (v/v) in omakanje (b) 
pri deležu EtOH v vodi 21,47% (v/v) za vzorec »test 137« 
 
Tabela 6: Tabela meritev in ocena omakanja za vzorec »test 137« 
Razmerje 
(EtOH:H2O)  
Delež 
EtOH v 
vodi 
(v/v, 
%) 
Višina 
kapljice 
(px)  
Premer 
kapljice 
(px)  
Odčitan 
kot (°)  
Izračunan 
kot (°)  
Omakanje  
0:100  0  44,63  72,32  105,32  101,97  Ne  
10:90  9,65  34,61  95,47  64,7  71,88757  Da  
20:80  19,48  39,9  72,37  97,81  95,59072  Ne  
22:78  21,47  18,38  115,75  35,62  35,23772  Dobro 
24:76  23,46  15,75  130,79  27,6  27,08291  Dobro 
26:74  25,46  19,57  134,37  30,01  32,48013  Dobro 
28:72  27,47  17,18  128,64  25,48  29,9094  Dobro 
29:71  28,47  17,19  142,48  24,58  27,13196  Dobro 
30:70  29,48  16,95  143,2  24,56  26,6371  Dobro 
 
 
Pri 19,48 vol % deležu EtOH v vodi sem naredila 2 paralelki, obe sta pokazali podoben 
rezultat. Vrednosti pri deležu EtOH v vodi 19,48% (v/v) sta nepričakovano pokazali 
povišanje omakalnega kota in zato sta izključeni iz grafične predstavitve na grafu 4.  
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Graf 4: Grafični prikaz vpliva deleža vode v kapljici na izračunan in odčitan omakalni 
kot za vzorec »test 137« 
 
 
Rezultati testa 137, ki so predstavljeni v tabeli 6 in grafično prikazani na grafu 4, 
pokažejo, da kapljica pokaže lastnost dobrega omakanja pri deležu EtOH v vodi 21,47% 
(v/v), kjer omakalni kot pade pod 45°.  
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Test 138  
Prikaz primera hidrofobnosti in hidrofilnost za test 138 prikazuje slika 26. Tabela 6 
prikazuje rezultate testiranja vzorca.  
 
a) b) 
  
 
Slika 26:Prikazuje hidrofobnost (a) pri deležu EtOH v vodi 0 % (v/v) in omakanje (b) 
pri deležu EtOH v vodi 39,55 % (v/v) za vzorec »test 138« 
 
Tabela 7: Tabela meritev in ocena omakanja za vzorec »test 138«. 
 
Razmerje 
(EtOH : 
H2O)  
Delež 
EtOH v 
vodi (v/v, 
%) 
Višina 
kapljice 
(px)  
Premer 
kapljice 
(px)  
Odčitan 
kot (°)  
Izračunan 
kot (°)  
Omakanje  
0 : 100  0  35,88  67,18  93,25  94,84  Ne 
10 : 90  9,66  39,14  81,86  88,76  87,43868  Da  
20 : 80  19,49  33,74  75,42  86,93  83,63945  Da 
30 : 70  29,48  31,03  88,07  72,83  70,34216  Da 
40 : 60  39,55  31,74  93,8  68,16  68,17707  Da 
42 : 58  41,56  27,02  96,16  57,54  58,67023  Da 
44 : 56  42,71  27,19  96,16  56,25  58,97769  Da 
46 : 54  45,57  27,19  100,86  56,25  56,66382  Da 
48 : 52  47,57  28,95  99,75  59,44  60,26614  Da 
50 : 50  49,57  29,59  106,21  57,74  58,25293  Da 
60 : 40  59,45  24,82  104,65  48,43  50,754  Da 
70 : 30  69,16  23,87  110,91  46,41  46,57787  Da 
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Graf 5: Grafični prikaz vpliva deleža vode v kapljici na izračunan in odčitan omakalni 
kot za vzorec »test 138« 
 
Rezultati testa 138, ki so podani v tabeli 7 in grafično prikazani na grafu 5, pokažejo, da 
kapljica pokaže lastnost omakanja že pri deležu EtOH v vodi 9,66 % (v/v), kjer omakalni 
kot pade pod 90°.  
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Primerjava omakalnih kotov glede na gostoto  
 
 
 
Graf 6: Grafični prikaz omakalnih kotov za različne gostote porazdelitve 
 
Kot se vidi na grafu 6, se vzorci, ki imajo gostejšo porazdelitev nanovzmeti, začnejo 
obnašati hidrofilično pri nižji koncentraciji kot vzorci z gostejšo porazdelitvijo. Opazimo 
tudi, da vzorci z gostejšo porazdelitvijo na začetku nastopijo bolj hidrofobno kot vzorci z 
nižjo gostoto porazdelitve. Primer: 5,6 mg vzorec ima omakalni kot 120 ° pri deležu EtOH 
v vodi 0% (v/v), 0,9 mg vzorec pa ima omakalni kot pod 100° pri deležu EtOH v vodi 
0% (v/v). 
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Analiza nanovzmeti s SEM mikroskopom 
Za boljši vpogled v strukturo in površino nanovzmeti je bila izvedena analiza SEM. 
Analiza je vsebovala priprave vzorcev tako, da je obstal pri razmerah, ki jim je bil 
podvržen pri meritvi. Slike robov nanovzmeti so prikazane na slikah 26 in 27.  
 
 
Slika 27: Slika SEM-roba vzorca »test 142« posneta pri 10.000-kratni povečavi [51]. 
 
 
Slika 28: Slika SEM-roba vzorca »test 142« posneta pri 5.000-kratni povečavi [51]. 
 
Primerjava s SEM-slikami nanovzmeti iz literature je pokazala, da gre za drugačne 
nanovzmeti. Pri naših nanovzmeteh je prišlo do nekakega zgoščevanja, ki je lahko 
posledica taljena, saj so bile za kratek čas izpostavljene zelo visoki temperaturi. SEM-
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slike nam prikazujejo nekakšno togo strukturo, brez vmesnih prostorov. To tudi pomeni, 
da ni prostora za ujemanje molekul. Prostorčki med nanovzmetmi so se zmanjšali iz nekaj 
10 mikronov do nekaj submikronov, kar je v primerjavi s podatki iz literature [32] tudi 
razvidno. Tako je za uporabo razpoložljiva le zgornja plast, ki pa se je iz hidrofilne oblike 
spremenila v hidrofobno. Omenjene razlike v strukturi so najverjetneje posledica 
drugačnih postopkov priprave materiala. Priprava pri visokih temperaturah bi lahko 
deformirala nanovzmeti (prof. D. McIlroy, osebna komunikacija). 
4.2 Določanje encimske aktivnosti prostega encima  
 
4.2.1 Transaminaza 
 
Specifično aktivnost prostega encima N-SBM-ATA-wt sem določala šaržno z 0.16 mg 
mL-1 pripravka. Graf 7 prikazuje rezultat določanja encimske aktivnosti.  
 
 
Graf 7: Prikaz določanja specifične aktivnosti N-SBM-ATA-wt z 0,16 mg mL-1 
pripravka 
 
Iz grafa 7 je razvidno naraščanje koncentracije ACP v odvisnosti od časa. Graf ne gre 
skozi koordinatno izhodišče, ker je bilo v začetni reakcijski mešanici že nekaj nastalega 
produkta.   
Na podlagi pridobljenih produktov sem po enačbi 3 (poglavje 3.7) izračunala specifično 
aktivnost, ki je bila 0,46 U/mg. Omenjena enota U mg-1 poda 1 µmol nastalega ACP v 
minuti. Pri pregledu literature je očitno, da je specifična aktivnost omenjenega encima 
višja z označevalcem Zbasic2 kot brez označevalca [13]. 
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4.2.2 Esteraza 
Specifično aktivnost esteraze sem spremljala šaržno direktno v spektrofotometru. 
Substrat je predstavljal 2% reakcijsko mešanico v kiveti. Za določen primer, prikazan na 
grafu 8, je bila koncentracija encima 0,194 mg mL-1. Na grafu 8 je prikazan primer 
spektrofotometričnega merjenja encimske aktivnosti  encimskega pripravka. 
 
 
Graf 8: Primer šaržnega testiranja encimske aktivnosti za AF-Est2 pri koncentraciji 
0,194 mg mL-1 pripravka 
Zgornji graf razvidno prikazuje naraščanje koncentracije pPNP. Na podlagi pridobljenih 
informacij sem po enačbi 4 (poglavje 3.7) izračunala specifično aktivnost, ki je variirala 
med 5,08 in 19 U mg-1. Razlike v aktivnosti so lahko povezane zaradi različnih pogojev 
oziroma netočne meritve koncentracije proteina. V primerjavi s prejšnjim grafom vidimo, 
da graf seka presečišče 0.  
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4.3 Imobilizacija encimov v mikroreaktorje 
4.3.1 Transaminaza  
 
Nanovzmeti s funkcionaliziranimi SiO2 skupinami sem izbrala za podlago, ker pokažejo 
odlične lastnosti pri vezavi Zbasic2 fuzijskega proteina.[32]. Mikrokanal je imel skupni 
volumen 190,5 μL; mere so prikazane na sliki 29. 
 
 
 Slika 29: Slika prikazuje tloris mikroreaktorja. Obarvan del predstavlja nanovzmeti 
[51]. 
 
Na podlagi merjenja koncentracije proteina  sem ocenila uspešnost imobilizacije encima 
na nanovzmeteh »TEST 132«. Primer izračunov je prikazan v tabeli 8. Treba je omeniti, 
da je bila ploščica 132 pred tem večkrat uporabljena. Imobilizacija encima temelji na 
interakciji med negativno nabito površino nanovzmeti in pozitivno nabito površino 
označevalca.   
 
Pomembni podatki so prikazani v tabeli 8 za test 132, v katerem sem kasneje tudi izvedla 
biotransformacijo.  
Po določeni časovni inkubaciji encima v mikroreaktorju sem pomerila deleže izstopnega 
proteina iz mikroreaktorja.  
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Tabela 8: Rezultati, pridobljeni za ovrednotenje uspešnosti imobilizacije 
 
mprazne epice [g] 1,0385 
m(končna) [g] 1,238 
m(encim + pufer) [g] 2,227 
Vencima [mL] 0,2 
Vkončne razt. [mL] 1,189 
ABS280 [6x redčena] 0,689 
ce0(6x neredč.)[mg/mL] 0,214 
Vvzr.  [vstop] [mL] 0,2 
m0 [mg] 0,26 
ci(6x neredč.)[mg/mL] 0,184 
Vvzr  [izstop] [mL] 0,198 
mw [mg] 0,22 
mi [µg] 38,9 
 
 
Iz podatkov v tabeli 8 vidim, da je bila začetna masa encima, vnesena v sistem, 0,26 mg, 
izpralo pa se je 0,22 mg encima. Iz razlik med dobljenima masama sem preko enačbe 5 
(poglavje 3.7) izračunala maso imobiliziranega encima, ki je znašala 40 μg. Torej je bila 
masa proteina na površino pa 4,71 µg cm-2. Za potrebna preračunavanja predpostavljam, 
da je gostota raztopin 1 g mL-1. Miložič in sod so v mikroreaktor iz silicija in stekla 
imobilizirali nativno amintransaminazo s koncentracijo 864 mg L-1. V reaktorju z 
nanovzmetmi je koncentracija encima znašala 236 mg L-1. Dosegli so 3x višjo 
učinkovitost [13]. 
4.3.2 Esteraza 
Za eksperiment z esterazami sem uporabila kot nosilec nanotkanine s Cu2+, ker se 
histidinski del dobro veže na omenjen ion. Učinkovitost imobilizacije encima sem 
določila na podlagi merjenja koncentracij proteina v vstopni in izstopni raztopini. Graf 9 
predstavlja spremembo mase izprane mase imobiliziranega encima v odvisnosti količine 
pretečenega volumna 
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Graf 9: Prikaz količine prostega encima v reaktorju v odvisnosti izpranega volumna 
 
Iz grafa 9 opazim, da masa pada. Ko se je masa ustalila, sem predvidela, da se je odstranil 
ves prosti encim. Meritve sem ponavljala, dokler ni prišlo do slednje predpostavke. 
Poskus sem ponovila pred vsako reakcijo. Podatki so predstavljeni v tabeli 9. Primerjala 
sem različne površine nanotkanine in uspešnost imobilizacije. Maso vstopnega encima 
sem določila preko merjenja koncentracij in enačbe 6 (poglavje 3.7). Preko bilančne 
enačbe 5 (poglavje 3.7) sem določila maso imobiliziranega encima. Uspešnost 
imobilizacije je variirala med 23-100%. Maso imobiliziranega encima na površino sem 
določila preko deljenja s površino, kar sledi enačbi 10 (poglavje 3.7).  
 
Tabela 9: Prikaz različnih vstopnih koncentracij AF-Est2 encima v mikroreaktor z 
integriranimi nanotkaninami različnih površin različnih površin 
Površina NT 
(cm2) 
Začetna koncentracija 
encimskega pripravka 
(mg mL-1 
Koncentracija prostega encima 
(mg mL) 
8,25 0,915 0,703 
9,6 0,0024 /* 
6,3 0,0024 3,66 E-04 
6,3 0,21 0,12 
*predvidevam, da se je imobiliziralo vse.  
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Graf 10: Prikaz količine imobiliziranega encima v odvisnosti površine nanotkanine 
 
 
Graf 10 predstavlja količino imobiliziranega encima na različne površine nanovzmeti. 
Preko raziskav sem ugotovila, da se je v imobilizirala zelo različna količina encima. 
Največji razlog za to je razlika v koncentraciji encima v uporabljenih encimskih 
pripravkih, saj je bila zelo nekonsistentna. Najvišja masa imobiliziranega encima je bila 
0,0742 mg na površini 8,25 cm2 nanotkanine. Razlog za to je v izmerjeni začetni 
koncentraciji encima, ki sem jo merila po metodi Bradforda in je bila 0,91 mg mL-1. 
Metodo po Bradfordu sem kasneje opustila, ker je prikazovala zelo različne meritve za 
isti poskus merjenja.  
 
Po končanem eksperimentu sem odstranila morebitne ostanke encimov. Imobilizirani 
encim sem odstranjevala tudi zaradi določevanja masne bilance, ki nam pove, ali sem 
odstranila ves encim. Enako kot pri odstranjevanju prostega encima sem zbirala 6 vzorcev 
pretečenega volumna preko reaktorja. Graf 11 predstavlja izpiranje encima s pretečenim 
volumnom.  
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Graf 11: Prikaz odstranjenega encima v odvisnosti od izpranega volumna 
 
Kot vidimo na grafu 11, masa encima pada, torej lahko predpostavljamo, da se encim 
odstranjuje. Ko se pomerjena koncentracija izbranega encima ustali, sem predpostavljala, 
da se je celotni imobiliziran encim odstranil.  
 
Ker se z eksperimentom izperejo tudi Cu2+ ioni iz podlage, je po vsakem končanem 
eksperimentu nujna obnovitev nanotkanine. Bakrove ione sem pripenjala z bakrov 
raztopljenim v acetatnim pufrom. Obnovitev nanotkanine pomeni končno odstranitev 
ostankov proteinov in obnovitev kovinskih ionov s ponovnim pripenjanjem le-teh. 
Uspešno obnovitev nanotkanine sem potrdila z uspešno imobilizacijo encima pri 
naslednjem eksperimentu. 
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4.4 Biotransformacije v mikroreaktorjih 
 
Izvajala sem dve biotransformaciji v prisotnosti dveh različnih encimov. Kot rezultate 
sem podala konverzijo, volumetrično in specifično produktivnost. Vsi rezultati so 
izračunani preko enačb 7, 8, 9 iz poglavja 3.7. 
4.4.1 Transaminaza 
 
Pri študiju reakcije z imobiliziranim N-SBM-ATA-wt sem uporabljala mikroreaktor, v 
katerem sem predhodno imobilizirala omenjen encim. Merila sem koncentraciji ACP in 
MBA z off-line HPLC analizo. Pretoke sem variirala od 10 do 40 µl/min. Eksperiment 
sem opazovala tako, da sem čez reaktor spuščala reakcijsko mešanico z 42 mM vstopno 
koncentracijo MBA in PYR, ter 0,1 mM PLP v 20 mM natrijevem fosfatnem pufru. .  
 
 
 
Graf 12: Naraščanje koncentracije ACP in padanje koncentracije MBA v odvisnosti od 
zadrževalnega časa pri eksperimentu 132 z nanovzmetmi in N-SBM-ATA-wt po 2 
dnevih od imobilizacije  
 
Na grafu 12 je prikazano naraščanje koncentracije produkta (ACP) in zmanjševanje 
substrata (MBA). Volumetrična produktivnost (enačba 8, poglavje 3.7) pri 9,52 min 
reakcije je 0,0714 mmol (L min)-1, specifična produktivnost biokatalizatorja (enačba 9, 
poglavje 3.7) pa 0,36 mmol (g·min)-1. Konverzija reaktanta pa doseže 1,63 % (enačba 7, 
poglavje 3.7). Miložič in sod so v mikroreaktorju iz stekla in silicija z 40 mM 
substratom dobili višje izkoristke, tudi 35% pri 15 minuti. Poudarijo tudi, da bi lahko z 
daljšim kanalom pridobili 65% izkoristka pri 33 minuti [52].  
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4.4.2 Esteraza 
 
Biotransformacijo sem izvedla v mikroreaktorju z imobilizirano esterazo na 
nanotkaninah. Koncentracijo sem zasledovala spektrofotometrično pri različnih pretokih. 
Pretoke sem spreminjala v območju. 1-96 μL min-1. Pretoke sem izbirala glede na delovno 
površino in zadrževalni čas. Delovne površina je variirala med 9,6–6,3 cm2.  
 
Eksperiment sem izvajala tako, da sem v mikroreaktor vnašala substrat s koncentracijo 8 
mM, 5 mM in 1 mM v TRIS-HCl + 0,2 % DMSO pufru pri sobni temperaturi in kasneje 
tudi pri različnih temperaturah. Na grafih 13,14,15 je prikazana odvisnost izkoristka od 
zadrževalnih časov.  
 
 
Graf 13: Prikaz višanja koncentracije produkta na izstopu iz mikrokanala v odvisnosti 
od zadrževalnega časa pri površini 8,25 cm2 nanotkanine. Ci= 8 mM 
 
 
Na grafu 13 opazujemo naraščanje koncentracije produkta. Začetna koncentracija 
substrata je bila 8 mmol L-1 in delovna površina je bila 8,25 cm2. Konverzija reaktanta pri 
20 min je tako 2,3 % (enačba 7, poglavje 3.7), kar bi lahko tudi pripisala eksperimentalni 
napaki. Volumetrična produktivnost (enačba 8, poglavje 3.7) pri 20 min je bila 0,01 mmol 
(L min)-1 in specifična produktivnost biokatalizatorja (enačba 9, poglavje 3.7) 0,012 
mmol (g min)-1, kar je tudi zelo nizko. Zato sem se za nadaljnje delo odločila za nižjo 
koncentracijo uporabljenega substrata in za večjo površino nanotkanine, kar prikazuje 
graf 14.  
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Graf 14: Prikaz višanja koncentracije produkta na izstopu iz mikrokanala v odvisnosti 
od zadrževalnega časa pri površini 9,6 cm2  nanotkanine. Ci = 5mM 
 
 
Na grafu 14 ponovno opazujemo rast koncentracije produkta. Začetna koncentracija 
substrata je bila 5 mM in do najvišje koncentracije pride pri 288 min. Pri tem poskusu 
sem poskus opazovala čez noč, saj me je zanimala najvišja mogoča konverzija, ki je pri 
288 min 13 % (enačba 7, poglavje 3.7), volumetrična produktivnosti (enačba 8, poglavje 
3.7) pri 288 min je bila 0,0023 mmol (L min)-1 in specifična produktivnost 
biokatalizatorja (enačba 9, poglavje 3.7) 0,95 mmol (g min)-1, kar je ponovno zelo nizko. 
V teoriji bi se pri pretoku 1μL min-1 moral pretvorit ves substrat. Po tem poskusu je prišlo 
do odstopanja nanotkanine od mikroreaktorja. Pod podlogo se je pojavil zračni mehurček 
in preprečeval, da obojestranski lepilni trak pričvrsti odstopajoči del nanotkanine. Zato 
sem odstopajoči del odstranila, kar je prikazano na sliki 20 (poglavje 3.5.2). 
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Graf 15: Prikaz višanja koncentracije produkta na izstopu iz mikrokanala v odvisnosti 
od zadrževalnega časa pri površini 6,3 cm2. Ci = 5 mM 
 
 
Na grafu 15 ponovno opazujemo rast koncentracije produkta na izstopu mikrokanala v 
odvisnosti od zadrževalnega časa. Začetna koncentracija substrata je bila 5 mM in do 
najvišje koncentracije produkta pride pri zadrževalnem času 20 min. Izkoristek reakcije 
je 10,8 % (enačba 7, poglavje 3.7), volumetrična produktivnosti (enačba 8, poglavje 3.7) 
pri 20 min je bila 0,027 mmol (L min)-1 in specifična produktivnost biokatalizatorja 
(enačba 9, poglavje 3.7) 8,5 mmol (g min)-1, kar ni veliko.  Vendar v primerjavi s 
prejšnjim grafom opazimo, da je prišlo do 10-odstotne konverzije znatno prej. To lahko 
pripišem odstranjeni površini, ki je prikazovala mrtvi volumen.  
 
Z izkoristkom reakcije še vedno nisem bila zadovoljna, zato sem testirala temperaturno 
odvisnost encima, saj v pregledu literature o uporabljenem encimu piše, da je encim zelo 
termostabilen [18]. Graf 16 predstavlja vpliv temperature na encimsko aktivnost. Pri vseh 
ponovitvah sem pobrala vzorce pri enakem zadrževalnem času 5 min, spreminjala sem le 
temperaturo.  
0
0,1
0,2
0,3
0,4
0,5
0,6
0,0 5,0 10,0 15,0 20,0 25,0
K
o
n
ce
n
tr
ac
ija
 p
ro
d
u
kt
a 
[m
m
o
l/
L]
zadrževalni čas [min]
 Vivian Erklavec Zajec            Magistrsko delo 
53 
 
 
Graf 16: Prikaz vpliva višanja temperature na koncentracijo produkta na izstopu iz 
mikrokanala pri zadrževalnem času 5 min. Ci = 1 mM 
 
Na grafu 16 opazujemo odvisnost naraščanja koncentracije produkta s temperaturo. 
Poskus sem izvedla v vodni kopeli. Vodni kopeli sem spreminjala temperaturo z 
namenom določanja najbolj optimalne temperature za eksperiment. Injekcija s substratom 
je bila ovita s toplotnim plaščem in predhodno segreta na temperaturo eksperimenta. 
Cevke so bile ovite z aluminijasto folijo zaradi toplotne izolacije. Graf 17 predstavlja 
odvisnost koncentracije produkta na izstopu mikrokanala v odvisnosti od zadrževalnega 
časa pri 70 °C. 
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Graf 17: Prikaz višanja koncentracije produkta na izstopu iz mikrokanala v odvisnosti 
od zadrževalnega časa pri 70 ºC. Ci = 1 mM 
 
 
Na grafu 17 opazujemo koncentracijo substrata v odvisnosti od zadrževalnega časa pri 70 
°C. Kot vidimo, koncentracija s časom narašča, kar potrjuje opazovano reakcijo. Začetna 
koncentracija je 1 mM, torej je konverzija 67 % (enačba 7, poglavje 3.7), volumetrična 
produktivnosti (enačba 8, poglavje 3.7) pri 15 min je bila 0,045 mmol (L min)-1 in 
specifična produktivnost biokatalizatorja (enačba 9, poglavje 3.7) 0,256 mmol (g min)-1. 
Učinkovitost je boljša in to lahko pripišem povišani temperaturi.  
  
0
0,1
0,2
0,3
0,4
0,5
0,6
0,7
0,8
2,0 4,0 6,0 8,0 10,0 12,0 14,0 16,0
K
o
n
ce
n
tr
ac
ija
 p
ro
d
u
kt
a 
[m
m
o
l/
L]
zadrževalni čas [min]
 Vivian Erklavec Zajec            Magistrsko delo 
55 
 
5 Zaključki 
 
V svoji magistrski nalogi sem preučevala karakteristike nanovzmeti in aktivnost 
biokatalizatorja ω-transaminaze, označene z Zbasic2 označevalcem. Spremljala sem tudi 
biotransformacijo v prisotnosti esteraze označene s polihistidinskim označevalcem v 
mikroreaktorju z različnimi površinami nanotkanine in pri povišani temperaturi. 
 
Karakteristike nanovzmeti sem določevala s kapljično analizo. Proizvajalec je klasificiral 
nanovzmeti preko različnih mas, tako da so bile mase nanovzmeti znane. Iz študije 
omakalnih kotov lahko zaključim, da vzorci z gostejšo porazdelitvijo prej postanejo 
hidrofilni kot vzorci pri redkejši gostoti. Iz študije lahko tudi sklepam, da višja, kot je 
masa nanovzmeti, bolj je tudi hidrofobna, saj ima na začetku nanovzmet z maso 0,9 mg 
kontaktni kot pod 100°, medtem ko imajo nanovzmeti z višjo maso začetni kontaktni kot 
nad 100° in nanovzmet z najvišjo maso ima najvišji kontaktni kot 120°.  
 
Z dodatno analizo SEM slik sem prišla do zaključka, da je material, ki sem ga uporabljala, 
neporozen in tog. Ni imel tipičnih struktur nanovzmeti in vmesnih prostorčkov. Po 
informacijah proizvajalcev lahko sklepam, da je prišlo do zlepljenja nanovzmeti. To 
lahko pripišem previsokim temperaturam pri izdelavi.  
 
Pri študiju imobilizacije N-SBM-ATA-wt na silicijeve nanovzmeti preko ionskih 
interakcij sem dobila slabšo učinkovitost kot je bilo pričakovano. Takšne rezultate lahko 
pripišem netipičnim lastnostim silicijevih nanovzmeti. Pri študiju AF-Est2 s 
polihistidinskim označevalcem sem opazovala učinkovitost imobilizacije na osnovi 
interakcij med označevalcem in nanotkaninami s pripetimi bakrovimi ioni. Imobilizacija 
je bila učinkovitejša v primerjavi z N-SBM-ATA-wt, saj sem pri poskusih dosegla tudi 
100% imobilizacijo encima. Po izvedbi biotransformacije sem po vsakem poskusu še 
odstranila imobiliziran encim iz reaktorja. Po odstranjevanju imobiliziranega encima sem 
pripravila mikroreaktor za ponovno uporabo z nanašanjem Cu2+ na nanotkanine. Po 
naslednji uspešni imobilizaciji encima potrdim, da sem nanotkanino regenerirala uspešno.  
 
Z rezultati sem prikazala, da bi s pravilno uporabo encima pri optimalnih temperaturah 
lahko prišli do visokih konverzij. Nanotkanine so odlično imobilizirale encim in bi bile v 
prihodnje odlično orodje za raziskovanje novih encimov in njihove imobilizacije. 
Praktične so za uporabo, saj so majhne, cenovno ugodne in z lahkoto modificiramo 
površino z različnimi spojinami, ki potem omogočajo raznovrstne interakcije.  
 
Kot prihodnje izzive vidim v nadzoru nanotkanin v reaktorju, saj lahko odstopajo od 
površine mikroreaktorja, kar sem opazila tudi pri moji raziskavi.. Težek je tudi nadzor 
vstopnih koncentracij encima in nadzor pH. Največji izziv vidim v scale-up 
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mikroreaktorja, da bo primeren za industrijo. To lahko dosežemo s povečevalnimi 
kriteriji, ter za še večje količine bi lahko tudi uporabili večstopenjski sistem.  
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